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Capitolo I 
Introduzione 
1.1 Survivina 
La survivina è il membro più piccolo della famiglia delle “proteine 
inibenti l'apoptosi” (IAP); tali proteine in grado di inibire le caspasi, 
determinano resistenza cellulare nei confronti della morte  
programmata. 
La survivina (Fig. 1), in particolare, è una proteina di 16,5 kDa 
costituita da 142 amminoacidi e codificata da un gene in singola copia 
localizzato sul cromosoma 17q25.  
 
Figura 1. Struttura tridimensionale della survivina 
Da un punto di vista strutturale, all'estremità ammino-terminale 
possiede una sola ripetizione del dominio baculovirus IAP repeat 
(BIR), caratteristico di tutti i membri della famiglia IAP ed essenziale 
per la funzione di inibizione delle caspasi. All'estremità carbossi-
terminale, invece, presenta una α-elica priva di dominio ad anello o di 
altri domini identificabili, quale differenza rispetto agli altri membri 
della famiglia IAP. Studi di cristallografia a raggi X hanno mostrato 
che la survivina, in soluzione, è presente come omodimero.  
La sintesi e la degradazione della survivina nei tessuti sani dipendono 
strettamente dal ciclo cellulare. In particolare, la sua trascrizione è 
controllata da sequenze specifiche presenti nella regione promotrice e 
avviene durante la fase G1 per raggiungere un picco nelle fasi G2-M. 
La regolazione dell'espressione è complessa poiché può verificarsi a 
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vari livelli quali la trascrizione, lo splicing alternativo e la 
degradazione delle proteine.  
In particolare a livello trascrizionale, l'espressione della survivina è 
up-regolata sia dal fattore nucleare k-B, che a sua volta può essere 
attivato indirettamente da fattori di crescita tramite l’enzima 
fosfatidilinositolo 3-chinasi, sia dal fattore di crescita insulino-simile 
I/mTOR. Altri fattori coinvolti nell'up-regolazione della survivina 
sono i membri della famiglia dell'oncogene Ras e il fattore anti-
apoptotico Wnt-2. La repressione dell'espressione del gene a livello 
trascrizionale avviene, invece, da parte del gene p53  (Mirza, et al., 
2002). 
Infine, la degradazione della survivina avviene attraverso la via 
ubiquitina-proteasoma durante la fase G1 del ciclo cellulare  (Mita, et 
al., 2008). 
Lo splicing alternativo dell'mRNA della survivina può avvenire in 
almeno quattro regioni distinte, producendo isoforme con differenti 
pattern di espressione e differenti abilità nel prevenire l'apoptosi, 
causando un ulteriore livello di complessità nella regolazione della 
survivina (Mita, et al., 2008).  
1.1.1 Funzioni della survivina 
La survivina è una proteina multifunzionale (Fig. 2) coinvolta nella 
morte cellulare per apoptosi, nel controllo della divisione cellulare, 
nella risposta agli stimoli di stress, nella regolazione della migrazione 
cellulare e nell’angiogenesi.  
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Figura 2. Principali funzioni della survivina  (Grossman & McKenzie, 2012) 
1.1.2 Funzioni della survivina: ruolo nell'apoptosi 
La capacità della survivina di inibire la morte cellulare, soprattutto 
l'apoptosi, è stata dimostrata in molteplici studi sia in vitro sia in vivo. 
Ad esempio, Altieri et al. hanno osservato in vitro che la survivina 
contrasta l'attività dei mediatori della via sia intrinseca sia estrinseca 
dell'apoptosi, come ad esempio le caspasi 3, 7 e 8, anche se il livello 
di inibizione è meno potente di quello provocato da altri membri della 
famiglia IAP. 
Nonostante questo ruolo della survivina sia stato ampiamente 
dimostrato, l'esatto meccanismo con cui si verifica non è del tutto 
noto  (Ryan, et al., 2009). 
Mentre le IAP convenzionali legano direttamente le pro-caspasi 
impedendone la scissione proteolitica e quindi l'attivazione, la 
survivina non interagisce direttamente con il suo bersaglio (Fig. 3). 
Sembra infatti che essa, in risposta a stimoli intrinseci ed estrinseci, 
leghi la proteina XIAP che, stabilizzata da questa interazione, a sua 
volta lega la forma attivata della caspasi-9 causandone l'inibizione, 
con conseguente effetto anti-apoptotico. Anche in seguito 
all'associazione della survivina con il cofattore, l'hepatitis B X-
interacting protein (HBXIP), viene impedita l'attivazione della 
caspasi 9 (Grossman & McKenzie, 2012). 
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Un ulteriore meccanismo attraverso il quale la survivina può inibire 
l’apoptosi è l’interazione con il secondo attivatore mitocondriale delle 
caspasi Smac/DIABLO, che diventa così incapace di andare a 
bloccare l’attività di altre IAP, le quali sono pertanto libere di inibire 
le caspasi specifiche (Ryan, et al., 2009). 
 
Figura 3. Funzione della survivina come inibitore dell’apoptosi  (Mita, et al., 2008)  
La funzione anti-apoptotica della survivina è regolata negativamente 
da diversi fattori come la fosforilazione della Ser20 della proteina da 
parte della proteina chinasi A, che causa una mancata formazione del 
complesso XIAP-survivina, bloccando così l'attività di quest'ultima. 
Un altro meccanismo di controllo negativo è il rilascio mitocondriale, 
in seguito ad attivazione della via intrinseca dell'apoptosi, dello Smac 
che lega i membri della famiglia IAP, compresa la survivina, inibendo 
gli inibitori della cascata apoptotica (Grossman & McKenzie, 2012). 
L'attività biologica e la funzione della survivina sono, infine, regolate 
dalla fosforilazione della Thr34 della proteina da parte della chinasi 
mitotica p34/ciclina B1. Tale modifica strutturale è fondamentale per 
l'attività; infatti, in studi in cui tale amminoacido è stato sostituito da 
un'alanina, è stata osservata apoptosi in vitro e in vivo  (Altieri, 2001). 
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1.1.3 Funzioni della survivina: proliferazione cellulare 
Come già detto, la survivina è una proteina coinvolta, anche, nella 
regolazione della proliferazione cellulare. 
In particolare, durante la mitosi, la survivina esiste all’interno di un 
complesso multi-proteico conosciuto come complesso passeggero 
cromosomiale (CPC), di cui fanno parte anche  Aurora B chinasi, 
Borealina e la Inner centromere protein (INCENP)  (Ryan, et al., 
2009) (Fig. 4). 
Figura 4. Interazioni proteina-proteina della survivina all'interno del “complesso 
passeggero cromosomiale”  (Altieri, 2008) 
Il CPC svolge un ruolo molto importante nella regolazione della 
mitosi e una sua errata localizzazione può portare a difetti mitotici 
catastrofici (Altieri D. C., 2008). 
In particolare, il CPC ha il compito di correggere gli errori di 
“attacco” tra i cromosomi e il fuso mitotico, di regolare i checkpoint 
di controllo e di assicurare una giusta segregazione cromosomiale e 
citocinesi. Nello specifico, il ruolo riservato alla survivina è 
promuovere la proliferazione cellulare facilitando la corretta 
segregazione dei cromatidi e la formazione del fuso mitotico (Ryan, 
et al., 2009). 
Una volta nel complesso, la survivina infatti lo dirige verso il target 
centromerico tramite diversi cicli di 
ubiquitinazione/deubiquitinazione. Una volta localizzato sui 
cinetocori, il complesso assicura la progressione del processo mitotico 
e l'interazione permane finché l'Aurora B chinasi fosforila la 
survivina a livello della Thr 117, determinando una diminuzione 
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dell'affinità della proteina, e quindi dell'intero complesso, verso la 
cromatina centromerica (Mita, et al., 2008). 
Oltre che all'interno del CPC, una parte della survivina è associata ai 
microtubuli e contribuisce anch'essa alla formazione del fuso 
mitotico, dando maggiore stabilità ai microtubuli tramite, ad esempio, 
un aumento dell'acetilazione della tubulina e una maggiore resistenza 
alla depolarizzazione dei microtubuli indotta dal nocodazolo, un 
agente antineoplastico (Altieri D. C., 2008).  
1.1.4 Funzioni della survivina: promozione della motilità cellulare 
Studi recenti  (Mehrotra, et al., 2010) (McKenzie, et al., 2010) hanno 
mostrato un coinvolgimento della survivina nella motilità cellulare 
comprendendo sia processi di migrazione sia d’invasione, entrambi 
aspetti chiave nella formazione delle metastasi tumorali.  
E' stato dimostrato che la survivina, legando cooperativamente la 
proteina XIAP, media il fenomeno d’invasione delle cellule 
indipendentemente dalla funzione anti-apoptotica. Nello specifico, 
l'invasione survivina-mediata è indipendente dall'integrina (una 
glicoproteina integrale di membrana che svolge un ruolo nel 
collegamento tra la matrice extracellulare e la trasduzione 
intracellulare del segnale), mentre richiede l'attivazione del fattore 
nucleare di trascrizione k-B, delle chinasi di adesione focale (FAK) e 
delle chinasi Src (Mehrotra, et al., 2010). 
Un aumento della motilità cellulare survivina-mediato è stato 
osservato grazie a esperimenti su linee cellulari di melanoma dove è 
risultato essere dipendente dall'attivazione della proteina chinasi B e 
da un’up-regolazione della α5 integrina (Mckenzie & Grossman, 
2012). 
1.1.5 Funzioni della survivina: risposta allo stress cellulare 
La survivina risulta svolgere un ruolo anche nella risposta allo stress 
cellulare, attraverso l'associazione con vari chaperoni molecolari, tra 
cui AIP (aryl-hydrocarbon receptor interacting), Hsp 90 (heat shock 
protein-90) e Hsp 60 (heat shock protein-60).  
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I chaperoni sono una famiglia di proteine le cui funzioni predominanti 
sono la prevenzione di associazioni non corrette e l’aggregazione di 
catene polipeptidiche non ripiegate, sia in condizioni fisiologiche sia 
in condizioni di stress. 
L’interazione della survivina con i membri di questa famiglia proteica 
promuove l'adattamento alle condizioni di stress cellulare, 
mantenendo la stabilità della proteina survivina in quanto evitano che 
subisca una degradazione proteosomiale (Altieri, 2012). 
1.1.6 Funzioni della survivina: promozione dell’angiogenesi 
Anche il processo angiogenetico, ovvero la formazione di nuovi vasi, 
viene influenzato dalla survivina. Alcuni studi hanno dimostrato come 
il coinvolgimento della survivina in tale processo sia collegato a 
quello del VEGF (vascular endothelial growth factor). In particolare, 
è stato osservato che tale fattore porta a un aumento dei livelli di 
survivina nelle cellule endoteliali e che essa, inibendo l’apoptosi, 
determina una stimolazione della proliferazione di questo tipo di 
cellule (Tran, et al., 2002). 
1.1.7. Espressione e localizzazione subcellulare della survivina 
La survivina è espressa nella maggior parte dei tipi di cancro (Tab.1) 
ed è una proteina ubiquitaria nei tessuti fetali sani (Adida, et al., 
1998); al contrario, nei tessuti differenziati adulti non è espressa o lo è 
molto poco (Ambrosini, et al., 1997), con l’eccezione di tessuti come 
il timo e l’epitelio basale del colon (Gianani, et al., 2001). 
Le diverse funzioni della survivina, risultano strettamente legate alla 
sua localizzazione intracellulare, che può essere a tre livelli: 
citoplasmatica, mitocondriale e nucleare. 
In particolare, il pool nucleare risulta principalmente responsabile del 
ruolo svolto dalla proteina nella regolazione dei processi mitotici, 
mentre il citosolico e il mitocondriale sono responsabili della 
funzione anti-apoptotica (Dohi, et al., 2004). Il trasporto della 
survivina dal nucleo al citosol è sotto il controllo di uno specifico 
segnale di esportazione nucleare (NES), mediato da un apposito 
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vettore, l'esportina-1. Mutazioni a carico del NES fanno sì che la 
survivina rimanga intrappolata nel nucleo compromettendone sia 
l’azione sulla divisione cellulare che la funzione anti-apoptotica  
(Knauer, et al., 2007).  
Nelle cellule tumorali, la survivina è localizzata all'interno della 
membrana mitocondriale e solo in risposta a stimoli apoptotici passa 
dai mitocondri al citosol dove può inibire l'apoptosi. E' stato 
dimostrato che la fosforilazione della Ser20 della survivina da parte 
della protein; chinasi A avviene esclusivamente a livello del citosol e 
non nei mitocondri. L'importanza di questo dato è che questa 
fosforilazione differenziale regola il processo di morte programmata 
della cellula tumorale modulando l'interazione della survivina con la 
proteina inibitrice dell'apoptosi X-linked (XIAP) (Dohi, Xia, Altieri, 
2007). 
 
 
Tabella 1. Espressione della survivina nei tessuti tumorali  (Kelly, et al., 2011) 
1.1.8 Survivina come target per la terapia anti-tumorale 
La survivina possiede molte caratteristiche che la rendono un buon 
target per la terapia anti-tumorale, quali innanzitutto i suoi livelli di 
espressione molto bassi nei tessuti sani differenziati e la sua alta 
espressione nei tessuti maligni. Questa aumentata espressione si pensa 
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sia il risultato di una up-regolazione della trascrizione genica in 
quanto numerose proteine tumore-associate, come c-myc e STAT-3, 
hanno dimostrato di aumentarne, appunto, l’ espressione. 
Non di minore importanza è il fatto che la survivina è coinvolta in 
molti dei meccanismi che consentono lo sviluppo del tumore (Ryan, 
et al., 2009). Specificatamente, la survivina aiuta le cellule tumorali, a 
superare i checkpoint del ciclo cellulare, così da evitare la morte per 
apoptosi e proseguire la divisione cellulare (Mckenzie & Grossman, 
2012). Il conferimento della resistenza alla morte cellulare e la 
promozione della proliferazione cellulare sono due criteri essenziali 
per la crescita e la progressione del cancro. Quindi interferire con una 
proteina multifunzionale come la survivina offre la possibilità di agire 
su molteplici vie all'interno della cellula. 
Inoltre, la capacità della survivina di determinare resistenza alla morte 
cellulare è una delle principali cause della poca efficacia di molti 
trattamenti antineoplastici, dato che essi determinano una regressione 
della patologia inducendo apoptosi (Fesik, 2005). Alcuni dati della 
letteratura hanno anche dimostrato che l'aumentata espressione della 
survivina conferisce resistenza non solo alla chemioterapia ma anche 
al trattamento con radiazioni (Asanuma, et al., 2009). 
Un ulteriore aspetto per il quale la survivina è un buon target è che 
risulta implicata nella promozione dell'angiogenesi, cioè nella crescita 
di nuovi vasi sanguigni indispensabili per l'espansione e la 
progressione tumorale. Sembra che il meccanismo con cui tale 
fenomeno si verifica sia un'inibizione dell'apoptosi nelle cellule 
endoteliali (O'Connor, et al., 2000). Quindi, andare ad agire sulla 
survivina può portare all'arresto della progressione tumorale anche 
attraverso il  blocco dell'angiogenesi (Ryan, et al., 2009). 
1.1.9 Strategie di inibizione della survivina 
La survivina, non essendo una proteina di superficie cellulare e non 
avendo un’attività enzimatica intrinseca, ha un targeting per uso 
terapeutico non semplice (Ryan, et al., 2009). Inoltre, dati 
cristallografici hanno rivelato pochi potenziali siti su cui andare ad 
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agire (Chantalat, et al., 2000). Nonostante questi problemi, è stata 
impiegata una molteplicità di strategie per ridurre l'espressione, e 
quindi la funzione della survivina (Tab.2) (Ryan, et al., 2009). 
 
Tabella 2. Inibitori della survivina in pase I/II  (Kelly, et al., 2011) 
Interferire con la trascrizione del gene della survivina 
Sono conosciuti numerosi fattori di trascrizione che attraverso il 
riconoscimento di specifiche sequenze del promotore sono in grado di 
regolare l'espressione della survivina. Questi fattori sono uno dei 
possibili target per diminuire i livelli di espressione della proteina  
(Groner & Weiss, 2014). 
Un esempio è costituito dal composto YM155 (sepantronium 
bromuro) che è stato inizialmente selezionato da una libreria di 
possibili inibitori del promotore del gene della survivina. Il composto, 
dopo aver mostrato la capacità di inibire la crescita tumorale sia in 
vitro in linee cellulari che in vivo nel topo, è divenuto oggetto di studi 
clinici in pazienti con tumori solidi avanzati in cui sono state 
osservate risposte favorevoli al trattamento. Gli effetti benefici di 
YM155 sono stati ulteriormente sottolineati osservando come il 
composto potenzia l'effetto terapeutico del docetaxel in cellule di 
melanoma maligno e come sia in grado di contrastare la resistenza al 
trattamento con il cisplatino. Il meccanismo d'azione del composto 
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YM155 nella regolazione negativa del gene della survivina si basa sul 
legame con ILF3 (interleukin enhancers-binding factor 3), a cui viene 
così impedito di interagire con la proteina p54. Non avvenendo la 
formazione del complesso ILF3/p54, non si può verificare il 
riconoscimento di una specifica sequenza del gene promotore della 
survivina con conseguente silenziamento trascrizionale  (Yamauchi, 
et al., 2012).  
Interferire con la traduzione dell'mRNA della survivina 
Una diminuzione dei livelli di survivina può essere raggiunta andando 
a interferire con la traduzione dell'mRNA della proteina tramite 
oligonucleotidi antisenso (ASO) e piccoli RNA interferenti (siRNA). 
Tali classi di composti inducono, in generale, un arresto sia della 
crescita e sia dell'apoptosi e anche un’aumentata sensibilità delle 
cellule verso agenti chemioterapici. 
Gli oligonucleotidi antisenso legano l'mRNA bersaglio, 
provocandone la degradazione attraverso l'attività di RNasi H o 
rendendo impossibile l'uso dell'mRNA e quindi la traduzione in 
proteina  (Groner & Weiss, 2014). 
Un oligonucleotide antisenso che inibisce potentemente l'espressione 
della survivina, è il composto LY2181308. Sia in esperimenti in vitro 
che in modelli in vivo, LY2181308 ha mostrato una buona capacità di 
inibire la crescita tumorale e di migliorare gli effetti di gemcitabina, 
paclitaxel e docetaxel. Attualmente numerosi altri ASOs sono in fase 
di valutazione in studi clinici, in combinazione con farmaci 
chemioterapici classici (Church & Talbot, 2012). 
Per quanto riguarda i siRNA, essi mostrano un'ottima capacità di 
contrastare la progressione del tumore e finora hanno dato risultati 
terapeutici promettenti in modelli animali di glioma  (Hendruschk, et 
al., 2011). 
Interferire con le vie di segnale che regolano l'espressione genica 
I livelli di espressione di una proteina sono regolati anche dall'attività 
di specifici fattori di crescita, che, interagendo con recettori dì 
membrana, determinano la propagazione del segnale dall'ambiente 
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extracellulare all'intracellulare attivando meccanismi a cascata. La 
survivina nelle cellule tumorali, in particolare, è un obiettivo del 
segnale mediato dall'EGF (fattore di crescita dell'epidermide) la cui 
interazione con lo specifico recettore di membrana determina 
l'attivazione intra-cellulare di una serina-treonina protein chinasi 
(Raf-1); questa, a sua volta, fosforila due residui di serina delle 
protein chinasi MEK1 e MEK2. Tali protein chinasi, una volta 
attivate, fosforilano un altro tipo di serina/treonina chinasi, le MAP 
chinasi (ERK-1 ed ERK-2), attivandole. Questa via di segnale non ha 
alcun effetto significativo sulla trascrizione della survivina, ma ne 
prolunga l'emivita e, inibendone l'ubiquitinazione, la stabilizza e ne 
evita la degradazione proteosomiale  (Groner & Weiss, 2014). 
Molti anticorpi e composti di piccolo peso molecolare, aventi come 
bersaglio del loro meccanismo d'azione il recettore EGF e i suoi 
effettori a valle, sono marchi registrati in sviluppo clinico (Yarden & 
Pines, 2012). 
Anche la proteina mTOR, sembra possa essere un potenziale 
bersaglio terapeutico nei pazienti oncologici poiché regola 
negativamente l'espressione di survivina  (Samkari, et al., 2012). 
Interferire con le interazioni tra survivina e altre molecole 
Le varie funzioni della survivina e le sue diverse localizzazioni 
subcellulari sono dipendenti dalla struttura tridimensionale della 
proteina e quindi dalle modifiche post-traduzionali. Tale aspetto rende 
gli enzimi, responsabili di apportare queste modifiche, dei potenziali 
bersagli, così come le Hsp, chaperoni intra-cellulari coinvolti nei 
meccanismi responsabili di una stabilizzazione della struttura proteica 
(Groner & Weiss, 2014). 
Ad esempio, l’accumulo della survivina a livello nucleare è 
dipendente dall’acetilazione della lisina 129, a seguito della quale la 
proteina è presente in forma di omodimero; invece, la forma non 
acetilata interagisce con CRM1 (chromosome region maintenance 1), 
proteina che ne media la fuoriuscita dal nucleo (Wang, et al., 2010). 
Pertanto, la concentrazione della survivina acetilata e non acetilata 
determina l’interazione con il CRM1 e, di conseguenza, la presenza o 
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meno della proteina a livello nucleare. 
La modifica degli enzimi coinvolti nell’acetilazione è pertanto un 
potenziale target su cui intervenire per determinare un’interferenza 
con la localizzazione della survivina e quindi con le funzioni svolte da 
un determinato pool (Holloway & Altura, 2012). 
Immunoterapia 
Il potenziamento del sistema immunitario è un metodo ormai 
convalidato per ottenere risposte tumore-specifiche, per indurre 
durevoli intervalli di regressione e migliorare la sopravvivenza dei 
pazienti (Chapuis, et al., 2012). Questo approccio terapeutico si basa 
sul riconoscimento di particolari antigeni presenti nelle cellule 
tumorali da parte di linfociti T, come ad esempio gli antigeni del 
complesso HLA (Human Leucocyte Antigens). Anche la survivina è 
stata considerata un antigene tumorale, in virtù dell’evidenza di 
specifici anticorpi IgG anti-survivina in pazienti affetti da cancro  
(Groner & Weiss, 2014).  
In uno dei primi studi clinici con un vaccino anti-survivina, (Otto, et 
al., 2005), sono stati vaccinati cinque pazienti con melanoma 
avanzato con il composto LTLGEFLKL, costruito specificatamente in 
base alla variante antigenica HLA-A2; quattro su cinque dei pazienti 
trattati hanno reagito con una forte risposta delle cellule T. 
In un ulteriore studio clinico (Wobser, et al., 2005), un paziente con 
un cancro avanzato al pancreas è stato sottoposto a trattamento con 
una versione modificata dell’HLA-A2 ed è stata ottenuta una 
remissione completa per otto mesi. Tuttavia, quando il trattamento è 
stato interrotto, si sono ripresentate metastasi e il paziente è andato 
incontro a morte. 
Anche in studi più recenti sono stati impiegati epitopi derivati dalla 
survivina in esperimenti per attivare una risposta CD4 sia nel cancro 
alla prostata (Widenmeyer, et al., 2012) che nel melanoma  (Becker, 
et al., 2012). 
Ligandi peptidici 
Tutte le strategie precedenti si basano su meccanismi indiretti che 
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prevedono di interferire con l'espressione e le funzioni della 
survivina. Recentemente si sono anche cercati possibili ligandi 
peptidici per la proteina cioè molecole in grado di legarla 
direttamente per impedirne l’azione cellulare (Groner & Weiss, 
2014). 
Alcuni partner d’interazione della survivina sono ad esempio la 
proteina pro-apoptotica Smac, la borealina componente del 
“complesso passeggero cromosomico” ma è stata anche individuata 
una nuova proteina con cui la survivina interagisce, l’FTH1 (catena 
pesante 1 della ferritina), che converte il  Fe
2+
 in Fe
3+
, meno tossico e 
meno reattivo (Weiss, et al., 2012). 
Il dominio della survivina che interagisce con la FTH1 è stato 
integrato in una proteina ricombinante, rSIP, la cui introduzione in 
cellule di glioma e di cancro al seno ha portato a una down-regulation 
della survivina, a una diminuzione della crescita e della vitalità delle 
cellule tumorali in coltura  e impiantate in topi immunodeficienti 
(Groner & Weiss, 2014). 
1.2 Oligonucleotidi molecular beacon 
Gli oligonucleotidi molecular beacon (MB), sono complementari  e 
specifici per un determinato mRNA, come gli oligonucleotidi 
antisenso.  
Da un punto di vista strutturale (Fig. 5) i MBs sono oligonucleotidi 
formati di un loop, uno stem e che presentano alle due estremità 
opposte un fluoroforo e un quencher (Santangelo, et al., 2006). Il loop 
consiste solitamente di 15-25 nucleotidi; la lunghezza non deve essere 
maggiore perché porterebbe a una migliore affinità ma ne ridurrebbe 
anche la specificità (Han, et al., 2013). La porzione di appaiamento 
del MB viene selezionata in base alla sequenza bersaglio e alla 
temperatura di fusione. Lo stem viene di solito scelto 
indipendentemente dal bersaglio ed è composto da due brevi sequenze 
complementari, ciascuna tipicamente di 4-6 basi  (Santangelo, et al., 
2006). Una lunghezza maggiore determinerebbe una struttura troppo 
stabile e quindi incline a dare falsi negativi, mentre una lunghezza 
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minore renderebbe la forcina così instabile da aumentare il rischio di 
falsi positivi (Li, et al., 2008). 
 
Figura 5. Struttura di un molecular beacon con un quencher e un fluoroforo alle 
due estremità opposte. 
I MBs sono progettati per formare, in assenza di una molecola 
complementare, una struttura in cui il fluoroforo, a causa della 
vicinanza con il quencher, non emetta alcun segnale fluorescente (Fig. 
6). L'ibridazione con l'acido nucleico bersaglio è la causa dell'apertura 
di questa struttura e della separazione del fluoroforo dal quencher, 
permettendo, in seguito ad eccitazione, l'emissione del segnale che 
può essere rilevato immediatamente dopo la formazione del 
complesso MB-target (Santangelo, et al., 2006). 
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Figura 6. A) Struttura a forcina di un molecular beacon. B) Molecular beacon nella 
struttura aperta ed emissione di fluorescenza da parte del fluoroforo. (Santangelo, et 
al., 2006) 
 
In condizioni ottimali, dato che l'intensità di fluorescenza di un MB 
può aumentare fino a duecento volte in seguito al legame con il target, 
tali molecole sono considerate sonde sensibili con un buon rapporto 
segnale-fondo. Inoltre, la struttura a forcina può aprirsi solo se 
termodinamicamente vantaggioso. Questo aspetto conferisce ai MB, 
rispetto agli oligonucleotidi lineari, una maggiore specificità per il 
target. 
La capacità di tradurre il riconoscimento del target direttamente in un 
segnale di fluorescenza, associata all’alta specificità, costituisce una 
delle caratteristiche più importanti di questo tipo di sonda 
(Santangelo, et al., 2006). 
Il tipo di fluoroforo e di quencher e le sequenze del loop e dello stem, 
quindi, non solo determinano la conformazione della molecola ma 
influenzano anche il suo corretto funzionamento (Yongsheng, et al., 
2008 ). 
1.2.1 Principali utilizzi del molecular beacon 
Molti MB sono utilizzati per analisi su piattaforma microarray, cioè 
per individuare l'eventuale presenza di specifiche sequenze geniche in 
determinate patologie. Sono utilizzati anche come sonde per real-time 
PCR in quanto permettono di quantificare la concentrazione del target 
nel campione. Sono stati usati con successo anche in metodiche di 
screening ed è stata anche valutata l'efficacia di un loro impiego per il 
rilevamento di virus a livello clinico. 
Possono essere usati per valutare il livello di espressione genica anche 
in vivo garantendo un'alta sensibilità e un basso segnale di fondo. 
Attualmente sono in corso un gran numero di studi per lo sviluppo di 
sistemi di diagnosi precoce  con  MB (Han, et al., 2013). 
1.3 Il melanoma cutaneo 
Il melanoma cutaneo è una tipologia aggressiva e spesso fatale di 
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melanoma che origina in seguito alla trasformazione oncogenica di 
uno specifico tipo cellulare, i melanociti (Fig. 7). Queste cellule si 
formano, nel corso dello sviluppo fetale, dalla cresta neurale per poi 
migrare nella cute (derma e strato basale dell'epidermide) dove si 
trovano disseminate tra altri tipi di cellule, i cheratinociti. Presentano 
una forma stellata poiché sono provviste di prolungamenti che si 
insinuano negli spazi intercellulari per trasferire, ai cheratinociti, 
granuli di melanina, pigmento che esercita un'azione protettiva dalle 
radiazioni solari (Pasqualino & Panattoni, 2005). 
 
Figura 7. Struttura della pelle e localizzazione dei melanociti 
Tramite la produzione della melanina, i melanociti sono, infatti, in 
grado di neutralizzare i radicali liberi che si formano in seguito al 
contatto della cute con i raggi ultravioletti (UV); al tempo stesso, tali 
radiazioni possono provocare un danneggiamento e una 
trasformazione a carico delle cellule, con possibile insorgenza di 
neoplasie  (Markovic, et al., 2002). 
Nello specifico, il melanoma cutaneo si sviluppa e progredisce in tre 
fasi principali. Inizialmente si ha la cosiddetta crescita radiale (radial 
growth phase, RGP), quando le cellule proliferano in senso 
orizzontale rimanendo all'interno dell'epidermide. Segue una crescita 
verticale che porta le cellule a infiltrare il derma fino a raggiungere i 
vasi sanguigni, da cui deriva la capacità di dare origine a metastasi in 
altri tessuti (Hartman & Czyz, 2013). 
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Il melanoma cutaneo presenta un tasso di incidenza in costante 
aumento: nel 2012 sono stati registrati 100000 casi solo nei paesi 
mediterranei (Dummer, et al., 2012). Le possibili cause di questa 
crescita sono da ricercarsi in vari fattori, tra i quali uno dei principali 
è una scorretta esposizione ai raggi ultravioletti (UV).  
Oltre al fattore ambientale, determinante può essere anche la 
predisposizione genetica, come in molti altri tumori e in altre 
patologie. In particolare i soggetti da ritenersi più a rischio sono quelli 
che presentano molti nevi melanocitici (proliferazioni benigne di 
melanociti neoplastici), quelli che hanno carnagioni chiare, lentiggini 
o capelli rossi, o che hanno una familiarità per tale patologia  (Algazi, 
et al., 2010). 
1.3.1 Terapie 
Il trattamento del melanoma presenta numerose difficoltà per la 
refrattarietà a molte delle terapie disponibili e fino ad oggi l'escissione 
chirurgica risulta essere la strategia più efficace, anche se limitata agli 
stadi precoci della malattia (Hartman & Czyz, 2013). 
Il melanoma cutaneo presenta, infatti, una buona resistenza ai 
consueti trattamenti chemioterapici; i farmaci maggiormente utilizzati 
in questo tipo di tumore sono fra cui la dacarbazina, il cisplatino  
(Arienti, et al., 2012) e il docetaxel (Mhaidat , et al., 2007). 
Per cercare di aumentare l'efficacia della terapia, a partire dagli anni 
'80 e '90, al consueto trattamento con agenti chemioterapici è stato 
affiancato l'uso di citochine, quali l'interferone α-2b e l'interleuchina-
2, oltre che anticorpi monoclonali come l'ipilizumab, con lo scopo di 
attivare una risposta verso il tumore da parte del sistema immunitario. 
Inoltre, l’osservazione che molti dei pazienti che contraggono il 
melanoma presentano una mutazione oncogenica sul gene BRAF, ha 
portato a sviluppare molecole per una terapia mirata, come il 
sorafenib, uno degli inibitori del gene BRAF. Tale farmaco, sebbene i 
dati preclinici fossero incoraggianti, ha tuttavia mostrato attività 
minima sia come agente singolo sia in combinazione con 
chemioterapici (Sullivan & Flaherty, 2013). 
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Per cercare di comprendere le cause dell'elevata difficoltà nel 
trattamento del melanoma sono state formulate molte ipotesi e sono 
stati indagati, ad esempio, i meccanismi di trasporto dei farmaci, la 
detossificazione di questi ultimi in seguito a coniugazione con 
glutatione, le mutazioni a carico delle topoisomerasi nelle cellule 
tumorali o delle eventuali alterazioni nei meccanismi di morte 
cellulare. 
Una ridotta efficacia nel trattamento del melanoma risulta essere 
dovuta a un'incapacità di indurre apoptosi in questo tipo di cellule 
tumorali (Li, et al., 1998); infatti è stato osservato che le cellule di 
melanoma presentano un livello di morte programmata spontanea più 
basso rispetto ad altri tipi di cellule tumorali  (Mooney, et al., 1995). 
In tutte le cellule, l'apoptosi è controllata da una serie di modulatori 
molecolari con il compito di mantenere l'equilibrio tra sopravvivenza 
e morte cellulare. Sebbene la maggior parte di questi regolatori possa 
essere ritrovata nel melanoma, in alcuni casi vi è un'espressione 
preferenziale di inibitori apoptotici (come la survivina), che può 
causare una maggiore resistenza alla morte cellulare, e quindi 
spiegare le difficoltà del trattamento farmacologico (Grossman & 
Altieri, 2001). 
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Capitolo II 
Scopo 
Molecole che hanno la capacità di essere utilizzate nella diagnostica e 
contemporaneamente nel trattamento farmacologico dei tumori 
possono permettere una terapia avanzata, personalizzata e con 
migliori probabilità di successo di questo tipo di patologia. Una nuova 
disciplina, la teranostica, si occupa proprio di identificare agenti di 
questo tipo, ovvero che uniscono le capacità di imaging con quelle 
farmacologiche. Come abbiamo visto nella “Introduzione” della 
presente tesi, la survivina può rappresentare un buon target per un 
agente teranostico antitumorale, proprio per la sua peculiarità di 
espressione nei tessuti in proliferazione e per il ruolo svolto nel 
processo apoptotico. In un precedente lavoro di tesi (Valutazione di 
nanoparticelle di polimetilmetacrilato per la veicolazione 
intracellulare di un oligonucleotide molecular beacon silenziante la 
survivina, Desirè Fina), in cellule vitali di melanoma cutaneo A375, è 
stata verificata la capacità di imaging di un molecular beacon (MB) 
antisurvivina, tramite indagine di microscopia confocale. 
Lo stesso MB è stato oggetto di studio nel presente lavoro di tesi, che 
ha avuto come scopo quello di indagarne l’attività farmacologica, 
sempre nelle cellule di melanoma cutaneo A375. In particolare 
abbiamo proceduto valutandone l’attività silenziante a livello 
trascrizionale e proteico, la capacità di indurre apoptosi e di avere un 
ruolo chemio sensibilizzante. 
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Capitolo III 
Materiali e Metodi 
3.1 Materiali per studi funzionali 
Linea cellulare A375 
Il modello sperimentale usato è costituito dalla linea di cellule di 
melanoma cutaneo umano A375 (American Type Culture Collection, 
ATCC, Rockville; MA, USA) caratterizzate da un tempo di 
duplicazione di circa 30 ore e da una forma allungata (Fig. 8). 
Crescono in adesione in incubatori a 37°C con il 5% di CO2, in un 
terreno costituito dal mezzo base Dulbecco's Modified Medium 
(DMEM), ricostituito con il 10% di siero fetale bovino (FBS) e l'1% 
di penicillina (50 UI/ml) e streotomicina (50 µg/ml). 
 
Figura 8. Cellule A375 a basso (sinistra) e alto (destra) tasso di crescita 
DMEM 
Il Dulbecco's Modified Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, Milano) è 
il terreno di coltura usato per consentire la crescita e la proliferazione 
delle cellule A375. Contiene amminoacidi, vitamine, sali, glucosio, 
glutammina e, come indicatore di pH, il rosso fenolo. Per valori di pH 
intorno a 7.4, in cui le cellule crescono bene, presenta un colore 
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rosso-arancio che vira al giallo quando, in seguito a proliferazione 
cellulare, si ha acidificazione del mezzo per produzione della CO2 
proveniente dal metabolismo cellulare. Assume, invece, una 
colorazione violacea in presenza di pH alcalino indicando che le 
cellule non sono metabolicamente attive o che la regolazione della 
CO2 è alterata. 
FBS 
Il fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldarich, Milano) è costituito da 
fattori di crescita e proteine che hanno il compito di facilitare la 
sopravvivenza, la crescita e la divisione cellulare e per questo viene 
addizionato al mezzo. 
Penicillina/Streptomicina 
La miscela 1:1 degli antibiotici penicillina (50 UI/ml) e streptomicina 
(50 µg/ml) (Penicillina/streptomicina Sigma-Aldarich, Milano) viene 
usata per evitare la proliferazione batterica all'interno della coltura 
cellulare. 
Tripsina 
La tripsina-EDTA (Trypsin-Versene (EDTA) Mix 1X, Sigma 
Aldarich, Milano) è una soluzione contenente una proteasi, la tripsina, 
capace di apportare tagli proteolitici a livello del legame tra l'arginina 
(membrana cellulare) e la lisina (supporto trattato) permettendo il 
distacco delle cellule. Tale funzione è sfruttata per degradare le 
proteine della matrice su cui le cellule sono state fatte crescere in 
adesione. Nella soluzione è presente anche l'EDTA, un agente 
chelante, che viene aggiunto per migliorare l'attività proteolitica della 
tripsina poichè, legando cationi come il calcio e il magnesio presenti 
nell'ambiente extra-cellulare, gli impedisce di nascondere i legami 
peptidici su cui agisce la tripsina. 
PBS 
Il phosfate saline buffer (PBS, Sigma-Aldarich, Milano) è un tampone 
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costituito da una soluzione salina acquosa contenente cloruro di 
sodio, cloruro di potassio e fosfato di sodio. La sua funzione è quella 
di mantenere i valor di pH costanti, isotonici. Non essendo tossico per 
le cellule, viene usato per i lavaggi delle colture cellulari allo scopo di 
eliminare i detriti. 
 
3.2 Materiali per la trasfezione 
Molecular beacon 
Il Molecular Beacon (MB) (IBA, Gottingen, Germania) è un 
oligodesossinucleotide antisenso in grado di legarsi specificatamente 
alle varianti 1,2 e 3 del gene BIRC 5, codificante per la proteina 
survivina e presenta la seguente sequenza: 
5'-ATTO647N-CGACGGAGAAAGGGCTGCCACG/thiol-(C6)-
dT/CG-BBQ-3'. 
Da un punto di vista strutturale si tratta di un oligosedossinucleotide 
che presenta un fluoroforo e un quencher alle due estremità opposte, 
rispettivamente 5' e 3'. In assenza della sequenza target 
complementare, il fluoroforo è vicino al quencher che ne blocca la 
fluorescenza; la formazione del complesso MB-target determina la 
separazione del fluoroforo dal quencher, quindi l'emissione del 
segnale fluorescente in seguito a eccitazione. 
Il fluoroforo ATTO 647 N (Fig. 9) fa parte di una nuova generazione 
di marcatori per la regione spettrale del rosso, caratterizzati da un 
forte assorbimento, un'alta resa quantica di fluorescenza, 
termostabilità e fotostabilità. Il quencher Blackbarry 650 (Fig. 10) 
presenta un range di quenching compreso tra 550 e 750 nm. 
 
 
Capitolo III  Materiali e Metodi 
28 
 
 
 
Figura 9 A) Struttura chimica del fluoroforo ATTO 647 N. B) Spettro di 
assorbimento e emissione del fluoroforo ATTO 647 N (eccitazione 645 nm, 
emissione 669 nm) 
 
 
 
Figura 10. A) Struttura chimica del quencer  BBQ B) Range di quenching del 
Blackbarry, compreso tra 550 e 750 nm 
 
 
Reverse Molecular Beacon 
Il reverse Molecular Beacon (rev-MB), fornito da IBA (Gottingen, 
Germania) è la sequenza complementare inversa del MB con stessi 
fluoroforo e quencer ed è per questo usata come controllo del MB. 
La sequenza è la seguente: 
5'ATTO647NGC/thiol(C6)dT/GCACCGTCGGGAAAGAGGCAGC
BBQ-3'. 
Si può osservare come l'unica differenza struttutale rispetto al MB sia 
costituita dalla sequenza nucleotidica, mentre sia il fluoroforo che il 
quencher sono i medesimi. 
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OptiMEM 
L'OptiMEM (Invitrogen, Milano) è il mezzo che viene usato per la 
trasfezione, come prescritto dal protocollo. E' una modifica di Eagle 
Minimum Essential media, tamponato con HEPES (acido 4-2-
idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico) e bicarbonato di sodio e 
completato con ipoxantina, timidina, piruvato di sodio, L-
glutammina, oligoelementi e fattori di crescita. 
Lipofectamina 2000 
La Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Life Technologies, 
Milano) è un lipide formato da una coda policationica e da una 
porzione lipidica ed è pertanto in grado di funzionare da agente di 
trasfezione. 
Nel dettaglio, la testa cationica si associa strettamente con la carica 
negativa dei gruppi fosfato degli acidi nucleici, formando dei 
complessi lipidi-DNA mentre la porzione lipidica ne veicola 
l'internalizzazione. 
3.3 Materiali per studi di biologia molecolare 
Primer 
I primer sono oligonucleotidi sintetici che hanno il compito di 
innescare la sintesi del nuovo filamento di cDNA durante la fase di 
amplificazione delle real-time PCR. Per ogni sequenza bersaglio 
serve una coppia di primer, il reverse (complementare al filamento in 
direzione 5'-3') e il forward (complementare al filamento in direzione 
3'-5'). 
Le sequenze dei primer sono state analizzate con il programma 
Primer-Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) per valutare la 
specificità di  ogni coppia per il targer e evitare la formazione di 
prodotti di amplificazione genica indesiderati.  
Le sequenze dei primer usati, forniti dalla Sigma.Aldrich, Milano  e 
sono riportate nella sottostante Tabella 3. I geni housekeeping scelti 
sono quello della GAPDH e della β-actina che sono geni 
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housekeeping, cioè geni che vengono attivamente trascritti e tradotti a 
un livello elevato poichè generalmente codificano proteine e enzimi 
fondamentali per la vita della cellula; questo è il motivo per cui sono 
espressi in tutti i tessuti e per cui costituiscono un buon controllo.  
 
 
Tabella 3. Sequenza dei primer usati in real-time PCR; F primer forward,, R primer 
reverse. 
Kit e reagenti 
L'estrazione dell'RNA totale dalle cellule è stata eseguita con RNeasy 
MiniKit (Quiagen, Milano).che comprende: RNeasy Mini Spin 
Columns, Collection Tubes da 1,5 e 2 ml, acqua RNase-Free e buffer 
(buffer RLT, buffer RW1 e buffer RPE).  
La retrotrascrizione è stata eseguita utilizzando il kit QuantiTect 
Reverse Transcription Kit (Quiagen, Milano), comprendente gDNA 
Wipeout Buffer 7x, Quantiscript
R
, Reverse Transcriptase, 
Quantiscript RT Buffer 5x, RT Primer Mix e acqua RNase-Free. 
La real-time PCR è stata effettuata usando la sonda SsoFast
TM 
Eva 
Green
R
 Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA). 
Il Ripa Lysis buffer (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA) è usato per l'estrazione proteica e deve essere preparato al 
momento dell'uso usando i componenti forniti dal produttore: 
tampone di lisi 1X, PMSF (fenil-metil-solfonilfluoruro), cocktail 
inibitore della proteasi e sodium orthovanadate. 
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Il gel per la corsa elettroforetica è stato ottenuto utilizzando agarosio 
all’1% (Sigma-Aldrich, Milano) e tampone TBE 0,5x contenente 
acido borico 0,9 M, EDTA 0,01 M, Tris 1 M (Sigma-Aldrich, 
Milano). Il bromuro di etidio (Sigma-Aldrich, Milano) è stato 
aggiunto alla soluzione. Ladder 100pb e blu di bromofenolo-xilene 
sono stati forniti da Bio-Rad (Hercules, USA). 
Il kit Quantum Micro Protein (Euroclone spa, Milano, Italia) è usato 
per quantizzare le proteine estratte. Del kit fanno parte il reagente A 
(tampone di tartrato-carbonato), il reagente B (soluzione di acido 
bicinconinico) e il reagente C (soluzione di solfato di rame). Questi 
servono per preparare la Working solution necessaria per la 
quantizzazione. 
3.4 Materiali per Western blotting 
SDS 
Il sodio dodecil sulfate (SDS) è un detergente anionico che, rompendo 
i legami a idrogeno e le interazioni idrofobiche, provoca la 
distruzione delle strutture secondarie e terziarie delle proteine. 
L'utilizzo di questo detergente rende costante il rapporto massa/carica 
permettendo la separazione proteica in base al peso molecolare. E' 
usato in soluzione: si discioglie 1g di SDS in 10 ml di acqua millaQ. 
Soluzione di acrilammide 
L'acrylamide-solution al 30% (Euroclone spa, Italia) è costituita da 
monomeri di acrilammide (l'ammide dell'acido acrilico) e da piccole 
quantità di N,N'-metilenbisacrilammide, più comunemente nota con il 
nome di bis-acrilammide. Nello specifico, quest'ultima è un composto 
essenzialmente formato da due molecole di acrilammide legate da un 
gruppo metilenico. 
Catalizzatori: TEMED e APS 
La tetrametilendiammina (TEMED, Bio-Rad, CA, USA) e il 
persolfato di ammonio (APS, Bio-Rad, CA, USA) sono due 
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catalizzatori utilizzati per velocizzare il meccanismo di formazione 
dei gel. Nello specifico, il TEMED catalizza la decomposizione dello 
ione persolfato portando alla formazione di un radicale libero che 
reagisce con un monomero di acrilammide, generando così un nuovo 
radicale libero, che reagirà con un'ulteriore molecola di acrilammide. 
Anticorpi 
Gli anticorpi primari utilizzati sono: un anticorpo monoclonale di 
topo diretto verso l'intera lunghezza della survivina umana eun 
anticorpo monoclonale di topo diretto verso la β-actina di origine 
umana. L'anticorpo secondario è una IgG-HRP cioè una 
immunoglobulina horseradish peroxidase-coniugated antibody. Tutti 
questi anticorpi sono stati forniti dalla Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA, USA).  
3.5 Materiali per studi di apoptosi 
La valutazione del processo apoptotico è stata eseguita utilizzando tre 
diversi saggi: Saggio ELISA sulla frammentazione 
internucleosomica, studio del potenziale di membrana mitocondriale 
(ΔΨm) e marcatura con DAPI valutata al microscopio a fluorescenza. 
Il kit ELISA Cell Death Detection
plus
 (Roche Applied Science, 
Monza, Italia) è un saggio immuno-enzimatico fotometrico per la 
determinazione qualitativa e quantitativa in vitro dei frammenti 
citoplasmatici di DNA associati agli istoni dopo l'induzione d morte 
cellulare. Al suo interno sono presenti: 
- Anti-Histone-Biotin: contenente anticorpi monoclonali di topo, 
biotina labeled. Si prepara aggiungendo 450 µl di acqua bidistillata e 
miscelando accuratamente per 10 minuti; è usata per l'associazione 
della componente istonica di nucleosomi e la cattura 
dell'immunocomplesso tramite la biotina; 
- Anti-DNA-POD: con anticorpi monoclonali di topo coniugati con 
perossidasi. Si prepara aggiungendo 450 ul di acqua bidistillata e 
miscelando accuratamente per 10 minuti, per il legame della 
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componente DNA dei nucleosomi e lo sviluppo di colore con il 
substrato ABTS; 
- controllo positivo: un complesso DNA-istoni. Anch'esso viene 
preparato aggiungendo 450 µl di acqua bidistillata e miscelando 
accuratamente per 10 minuti;  
- Incubation buffer; 
- Lysis buffer; 
- ABTS stop solution, soluzione utilizzata per bloccare il progredire 
della reazione del substrato ABTS; 
- micropiastra (MP). 
Il Muse
TM 
MitoPotential Kit (Mark Millipore, Billerica, 
Massachusetts, USA) che consente di indagare sulle variazioni del 
potenziale di membrana mitocondriale è costituito da: 
- 1X Assay buffer; 
- Muse
TM 
MitoPotential Dye, che deve essere utilizzato il giorno 
stesso in cui viene preparato mediante una diluizione con Assay 
buffer in rapporto 1:1000. In particolare, il colorante in esso 
contenuto è il JC-1, un colorante fluorescente di natura cationica che 
conferisce un'alta affinità per i mitocondri carichi negativamente. 
Quando è molto concentrato (come all'interno dei mitocondri) è 
presente nella sua forma aggregata ed emette nel rosso a 590 nm; 
quando invece è disperso a livello citoplasmatico, è presente ella 
forma monomerica che emette a 525 nm, nel verde. Quindi, quando si 
verifica un aumento della permeabilità mitocondriale, si ha una 
diffusione del colorante a livello citoplasmatico: la fluorescenza del 
colorante passa dal rosso al verde; 
- Muse
TM 
MitoPotential 7-AAD, composto fluorescente con elevata 
affinità di legame per il DNA.  
Per la marcatura con DAPI sono stati usati DAPI, paraformaldeide e 
Vectaschield Mounting Medium 
Il DAPI, 4',6-Diamidino-2-fenilindolo cloridrato (Invitrogen, Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA) è un colorante fluorescente che 
lega fortemente le regioni ricche di A e T del DNA e  viene impiegato 
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per la marcatura del DNA presente nei nuclei delle cellule. Il 
complesso DAPI/DNA presenta una lunghezza di eccitazione a 358 
nm e un'emissione massima a 461 nm (Fig. 11). 
 
 
Figura 11 A) Struttura chimica del colorante DAPI B) Spettro di assorbimento ed 
emissione del colorante DAPI (eccitazione 380 nm, emissione 510 nm) 
La paraformaldeide è usata come fissativo chimico per la sua capacità 
di formare legami crociati tra i gruppi amminici delle catene laterali 
delle proteine, stabilizzandole e preservandone la struttura.  
Il Vectashield è un mezzo acquoso di montaggio a base di glicerolo 
che rimane un liquido viscoso senza solidificare. E' stato usato per 
prevenire la perdita di fluorescenza durante l'esame al microscopio. 
3.6 Metodi usati negli studi funzionali 
3.6.1 Scongelamento della linea cellulare 
Lo scongelamento è la procedura necessaria per riportare le cellule in 
uno stato metabolico attivo dopo che sono state conservate congelate 
in azoto liquido per un determinato periodo di tempo. Inizialmente, è 
necessario scongelare il criotubo con le cellule, dapprima in ghiaccio 
e poi a bagnomaria a 37°C fino al completo scongelamento. 
Lavorando sotto cappa, si procede aspirando il contenuto del criotubo 
e trasferendolo in una provetta da 15 ml sterile per poi aggiungere 
goccia a goccia 5-6 ml di mezzo di coltura ricostituito, 
precedentemente riscaldato anch'esso a 37°C a bagnomaria. Si 
risospende delicatamente la soluzione con il fine di equilibrare la 
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sospensione cellulare con il mezzo e si lascia riposare a temperatura 
ambiente per qualche minuto. 
La provetta viene, quindi, centrifugata a 1100 rpm (rotazioni per 
minuto) per 5 minuti per poi aspirare ed eliminare il surnatante. 
Quindi si risospende il pellet cellulare in 3-4 ml di mezzo completo e 
si pone all’interno di una fiasca nell’'incubatore (37°C, 5% di CO2). 
3.6.2 Mantenimento in coltura 
Le fiasche (Starsted, Verona, Italia), contenenti le cellule in fase di 
crescita esponenziale, devono essere conservate all'interno di un 
incubatore che mantiene la temperatura a 37°C con il 5% di CO2 ed 
essere controllate quotidianamente, sostituendo il mezzo consumato 
con del mezzo fresco per eliminare così i prodotti di scarto del 
metabolismo cellulare e fornire nuovamente le sostanze che 
consentono e favoriscono la proliferazione cellulare. 
Quando le cellule sono quasi a confluenza (75-80% della superficie 
totale della fiasca), per evitare che continuino a replicarsi formando 
dei multistrati cellulari, è necessario staccarle. 
Il procedimento prevede di aspirare completamente il mezzo e lavare 
la superficie di crescita con 5-6 ml di PBS per eliminare i detriti 
cellulari. Quindi, aspirato il PBS, si aggiungono 2 ml di soluzione di 
tripsina/PBS in rapporto 1:1 in modo da staccare le cellule dalla 
superficie di crescita. Si colloca quindi la fiasca in incubatore (la 
catalisi della tripsina si attiva a 37°C) per 1 minuto, al termine del 
quale si accerta al microscopio che le cellule si siano effettivamente 
staccate. 
A questo punto si procede aggiungendo 5-6 ml di mezzo completo per 
inattivare la proteolisi enzimatica e, dopo aver trasferito la 
sospensione cellulare in una provetta da 15 ml, si centrifuga a 1100 
rpm per 5 minuti. Alla fine di tale operazione, si aspira il surnatante e 
il pellet ottenuto viene delicatamente risospeso in mezzo di coltura 
completo. Le cellule sono quindi seminate in una nuova fiasca o 
congelate. 
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3.6.3 Congelamento cellulare 
Si ricorre al congelamento cellulare quando è necessario conservare le 
cellule in uno stato di inattività metabolica per un lungo periodo di 
tempo. 
Il mezzo di congelamento usato con la linea cellulare A375 è 
preparato come segue: 
60% di DMEM non ricostituito, che fornisce un ambiente sierologico 
adatto per le cellule che devono rimanere quiescenti; 
50% di FBS, le cui proteine possono proteggere la membrana dai 
danni provocati dal congelamento; 
10% di DMSO (Sigma-Aldrich, Milano, Italia) per ridurre le 
dimensioni dei cristalli di ghiaccio che si possono formare all'interno 
delle cellule, comportandosi da crioconservatore. 
La procedura prevede innanzitutto di staccare e centrifugare le cellule 
a 1100 rpm per 5 minuti così da eliminare il surnatante e risospendere 
il pellet in 1.7 ml di mezzo di congelamento. La sospensione ottenuta 
è trasferita in un criotubo e conservata per 24 ore in un congelatore a -
80° per poi essere introdotta in un dewar in azoto liquido. 
3.7 Trasfezione in vitro con lipofectamina 
La trasfezione è il processo di introduzione di materiale biologico 
esogeno in cellule eucariotiche e, in questo studio, si tratta della 
veicolazione di sequenze oligodesossinucleotidiche, il MB e il rev-
MB, che vengono introdotte nelle cellule di melanoma cutaneo A375.  
In base al protocollo che è stato sviluppato, è necessario seminare le 
cellule in modo da ottenere una confluenza pari al 50% nel giorno 
previsto per il trattamento. Il numero di cellule seminate dipende 
pertanto dal tipo di supporto utilizzato. 
La trasfezione prevede che si preparino inizialmente due soluzioni 
diverse aventi ciascuna un volume pari al 10% del volume finale del 
terreno: l'una con il MB 5 µM (o il rev-MB) diluita in optiMEM, 
l'altra con lipofectamina 2000 anch'essa diluita in optiMEM. Tali 
soluzioni sono quindi mescolate molto delicatamente e lasciate 
riposare 5 minuti a temperatura ambiente. A questo punto, la 
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soluzione di lipofectamina in optiMEM è aggiunta alla soluzione 
contenente il MB, o il rev-MB, e si lascia incubare per 20 minuti a 
temperatura ambiente. 
In questo lasso di tempo, il mezzo di coltura DMEM nel quale è 
avvenuta la crescita cellulare, è sostituito con un'esatta quantità di 
mezzo di coltura completo. Terminato il periodo di incubazione della 
soluzione trasfettante, questa è aggiunta goccia a goccia alle cellule. 
Il tempo necessario affinché il complesso lipofectamina-MB (o rev-
MB) penetri effettivamente all'interno delle cellule A375 è di 6 ore, 
trascorse le quali si procede sostituendo nuovamente il mezzo 
contenente la soluzione trasfettante con il mezzo ricostituito. 
3.8 Metodi usati negli studi di biologia molecolare 
3.8.1 Estrazione dell'RNA totale 
L’RNA totale viene estratto in condizioni e con materiali RF (RNase-
Free) per limitare la degradazione dell’RNA da parte dell’enzima 
Rnase e le soluzione usate sono tutte RNase-Free (Fig. 12). 
Il protocollo prevede inizialmente di staccare le cellule in coltura 
mediante la procedura di tripsinizzazione e successiva centrifugazione 
a 1100 rpm per 5 minuti. Una volta eliminato il surnatante, il pellet è 
sottoposto a tre lavaggi consecutivi in PBS e quindi risospeso in 
mezzo DMEM completo. Si può quindi procedere contando le cellule 
con la camera di Burker e centrifugando nuovamente, sempre a 1100 
rpm per 5 minuti. A questo punto si effettuano nuovamente i  tre 
lavaggi in PBS e infine si addiziona al pellet il buffer RLT ricostituito 
(10 µl di beta-mercaptoetanolo per 1 ml di Buffer RLT non 
ricostituito) per indurre la lisi cellulare. Il volume di RLT usato 
dipende dal numero di cellule presenti nel campione, secondo la 
proporzione prevista dalle istruzioni del fornitore del kit (Tab. 4). 
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Tabella 4. Volume di tampone RTL da utilizzare in base al numero di cellule o al 
supporto utilizzato  
Si agita la provetta con il buffer, in modo da lisare il pellet, ma dato 
che alla lisi cellulare corrisponde un aumento della viscosità della 
soluzione, per evitare la formazione di grumi e filamenti, è necessario 
utilizzare una bacchetta in modo da omogenizzare quanto più 
possibile il contenuto del lisato. Si trasferisce il lisato in una 
eppendorf, quindi si aggiunge un volume di etanolo RF 70%, pari a 
quello di Buffer RLT utilizzato, agitando continuamente per evitare la 
formazione di due fasi. A questo punto si carica una quantità massima 
di 700 μl di lisato cellulare per ogni spin column, che viene quindi 
inserita in un collection tube da 2ml e si centrifuga per 1 minuto a 
velocità maggiore di 10 000 rpm. Dopo aver eliminato l’eluato, si 
aggiungono 350μl di Buffer RW1, si centrifuga per 15 secondi a 
velocità maggiore di 10 000 rpm e si lascia agire per 15 minuti. Dopo 
questo breve lasso di tempo, si aggiungono 350 μl di Buffer RW1 e si 
centrifuga nuovamente. Eliminato l’eluato, si aggiungono 500 μl di 
Buffer RPE, si centrifuga per 15 secondi a velocità maggiore di 10 
000 rpm e si elimina nuovamente l’eluato. Si caricano quindi altri 500 
μl di Buffer RPE e si procede con una nuova centrifugazione per 2 
minuti a velocità maggiore di 10 000 rpm. A questo punto, senza 
aggiungere buffer, si centrifuga per 1 minuto sempre a velocità 
maggiore di 10 000 rpm, si elimina il tubo collettore e, utilizzando 
una eppendorf si aggiungono 40μl di acqua RNase Free sulla 
membrana, che è lasciata idratare per qualche minuto. Dopo aver 
centrifugato ancora un’ultima volta per 1 minuto a velocità maggiore 
di 10 000 rpm, l’eluato che si è ottenuto contiene l’RNA quindi si 
elimina la colonna e si alloggia la eppendorf in ghiaccio.  
Per determinare la concentrazione e la purezza dei campioni ottenuti 
si effettuano misurazioni spettrofotometriche con NanoQuant Infinite 
2000 (TECAN, Salzburg, Austria) a due lunghezze d’onda: 260 nm e 
280 nm. La stima della purezza del campione è data dal rapporto fra 
l’assorbanza a 260 nm e quella a 280 nm e il valore ottenuto deve 
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essere compreso tra 1,8 e 2: quanto più il valore si avvicina a 2, tanto 
maggiore è la purezza dell’RNA estratto.  
 
Figura 12. Schema della procedura per l’estrazione dell’RNA (RNeasy MiniKit) 
 
3.8.2 Elettroforesi 
L’integrità dell’acido nucleico viene valutata mediante corsa 
elettroforetica su gel di agarosio all’1%.  
Il gel è stato preparato solubilizzando agarosio in tampone TBE 0,5 
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X, che è stato a sua volta ottenuto per diluizione della soluzione 
madre TBE 10X (acido borico 0,9M, EDTA 0,01M e Tris 1M, pH 
8,4). Gli esperimenti sono stati effettuati in apparati orizzontali, con 
voltaggio costante di 120V per 20 minuti, usando TBE 0,5x come 
tampone di corsa.  
Nelle corse elettroforetiche per la valutazione dell’integrità dell’RNA 
totale sono stati caricati 6μl di soluzione contenente: campione, acqua 
RF, blu di bromofenolo-xilene ciano. La presenza dell’acido nucleico 
è stata messa in evidenza su gel di agarosio tramite colorazione con 
bromuro di etidio e visualizzazione al transilluminatore.  
3.8.3 Retrotrascrizione 
La retrotrascrizione consente di ottenere dall'RNA estratto dalle celle 
il cDNA che sarà, a sua volta, usato come stampo per la successiva 
real-time PCR. La procedura usata è la seguente: 
si scongelano sia l'RNA sia i componenti del kit in ghiaccio per poi 
centrifugarli brevemente così da far scendere eventuali gocce e si 
posizionano nuovamente in ghiaccio. E’ necessario preparare anche la 
reazione di eliminazione del DNA genomico (2 µl di gDNA Wipeout 
Buffer 7x, 1 ug di RNA totale, RNase Free Water q.b a 14 µl) e, come 
fatto per i campioni, si centrifuga per far scendere eventuali gocce e si 
posiziona in ghiaccio. A questo punto, i campioni con l’RNA sono 
incubati per 2 minuti a 42°C nel termociclizzatore per poi essere 
posizionati nuovamente in ghiaccio; tale passaggio consente di 
eliminare il DNA genomico dai campioni. 
Si può ora preparare la Reverse Transcription Master Mix: (1 µl di 
QuantiScript Reverse Transcriptase, 4 µl di QuantiScript RT buffer 
5x, 1 µl di RT Primer Mix) che viene aaggiunta all'RNA totale privo 
del DNA genomico. Quindi, si centrifuga per far scendere eventuali 
gocce e si procede incubando nel termociclizzatore con il seguente 
protocollo per attivare l'enzima QuantiScript Reverse Transcriptase: 
30 minuti a 42°C, 3 minuti a 95°C e infinito per 4°C. 
I campioni di cDNA così ottenuti vengono usati per le reazioni di 
real-time PCR o conservati a congelatore -20°C. 
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3.8.4 RealTime-PCR 
La procedura di Real-Time PCR è stata eseguita per quantificare 
l'espressione genica della survivina e, in base al protocollo suggerito 
dal produttore, si è proceduto nel seguente modo. 
I primer forward e reverse, l’acqua, i cDNA e la sonda vengono 
scongelati preventivamente in ghiaccio. In particolare i primer 
utilizati sono specifici per la survivina e per i geni housekeeping 
GAPDH (gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi) e β-actina.  
In ogni well si addizionano: 
10 µl sonda (che va aggiunta per ultima poiché fotosensibile); 
400 nM µl di primer forward; 
400 nM µl di primer reverse; 
20 ng di cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione dell'RNA estratto; 
 q.b. di acqua per un volume finale pari a 20 µl. 
I protocolli di real-time PCR eseguiti si compongono delle seguenti 
fasi (Tab. 5): 
 
 
 Tabella 5. Protocollo di real-time PCR 
La temperatura di annealing utilizzata per la GAPDH e la survivina è 
la medesima ed è di 59°C, mentre per la β-actina  è di 61°C.  
La PCR, Polymerase Chain Reaction, reazione a catena della 
polimerasi, è una tecnica mirata alla produzione di un gran numero di 
copie di DNA a partire anche da una sola singola molecola. La Real-
Time PCR è una tecnica che si basa sull’utilizzo di una molecola 
fluorescente, la quale aumenta la propria fluorescenza man mano che 
si forma l’amplificato ed è eseguita con strumenti che, oltre a fungere 
da termociclizzatori, eccitano i fluorocromi presenti nei campioni e 
convogliano quindi la fluorescenza emessa ad uno spettrografo; 
 Temperatura  Tempo  Cicli 
Attivazione polimerasi 95°C 30 sec 1 
Denaturazione 95°C 1-5 sec 40 
Appaiamento/Estensione 55-60°C 1-5 sec  
Curva di melt 65-95°C 5 sec 1 
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quest’ultima è proporzionale al prodotto amplificato ad ogni ciclo, 
con conseguente riduzione del tempo dell’esperimento ed una 
maggiore velocità dell’intera operazione.  
La molecola più comunemente usata per la real-time PCR è il 
colorante fluorescente SYBR Green, noi abbiamo utilizzato la sonda 
EvaGreen che ha proprietà spettrali e un meccanismo analogo. La 
SYBER Green I è un composto organico aromatico (formula 
molecolare CHNS) facente parte del gruppo delle cianine 
asimmetriche, molecole dotate di attività fluorofora, ed è utilizzato in 
biologia molecolare quale colorante di acidi nucleici poiché ha la 
capacità di intercalarsi nella doppia elica di DNA (dsDNA) e di 
legarvisi in modo non specifico. 
La sonda emette poca fluorescenza quando è libera in soluzione ma  
aumenta fino a 1.000 volte, quando si lega al dsDNA; pertanto il 
segnale complessivo fluorescente è proporzionale alla quantità di 
dsDNA prodotto (Fig. 13). 
 
Figura 13. Meccanismo d’azione della sonda EvaGreen Sso7d 
Il principale svantaggio dei coloranti che legano il DNA è la loro 
mancanza di specificità, cioè si legano a qualsiasi 
desossiribonucleotide trifosfato, incluso i dimeri dei primers. Di 
conseguenza, la presenza di prodotti non specifici nella reazione di 
Real-Time PCR può contribuire alla fluorescenza generale ed influire 
sulla precisione di quantificazione. Un’altra conseguenza è che i 
coloranti che legano il DNA non possono essere utilizzati per le 
reazioni di multiplex (ovvero reazioni di Real-Time PCR in cui si 
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ottengono prodotti di amplificazione diversi), poiché i segnali 
fluorescenti generati in questo caso non possono essere distinti. Al 
contrario, è possibile impostare in parallelo reazioni per esaminare 
l’espressione di più geni, come ad esempio un gene d’interesse e un 
gene di riferimento. 
La reazione prevede l’utilizzo di una miscela di componenti: cDNA, 
desossiribonucleotidi trifosfato, ioni magnesio, primer e Taq-
polimerasi e si articola in più fasi.  
La denaturazione (94-99 °C) promuove la separazione dei due 
filamenti della molecola stampo, rendendo così accessibile la regione 
da amplificare. 
L’appaiamento o annealing (50-60 °C) è la fase che favorisce il 
legame dei primer alla sequenza complementare dei filamenti 
denaturati, dando così inizio alla sintesi del cDNA e garantisce la 
specifica ibridazione di primer e sonde alle regioni del DNA bersaglio 
ad essi complementari. La temperatura di annealing è scelta 4-5 °C 
sopra la temperatura di Melting (TM, la temperatura alla quale 
vengono separati il 50% delle coppie di basi di DNA a doppio 
filamento). La temperatura di Melting è calcolata tenendo conto della 
lunghezza dei primer e del legame delle loro basi. 
Il calcolo dellaTM è eseguito nel seguente modo: 
 Oligonucleotide inferiore a 20 nucleotidi  
  (   )    (   )     (  ) 
 Oligonucleotide superiore 20 nucleotidi 
[  (   )   (   )] [  
(    )
  
    (  )] 
L’allungamento o extension (65-72 °C) ottimizza la capacità della 
Taq-polimerasi di promuovere l’allungamento dei primer, utilizzando 
come stampo il singolo filamento di DNA. 
Completata l'amplificazione, lo strumento aumenta gradualmente la 
temperatura e genera una curva di fusione (o curva di melting) mentre 
il segnale fluorescente è tenuto sotto controllo grazie alla formazione 
di un gradiente di temperatura. Tale curva, costruita in funzione della 
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temperatura, può essere usata per l'identificazione di prodotti di 
reazione diversi in quanto su di essa si traccia la derivata prima 
negativa della variazione di fluorescenza. Questo fa sì che un picco 
caratteristico alla temperatura di fusione di un dato prodotto di 
amplificazione possa essere distinto da altri prodotti. 
Il segnale fluorescente della sonda, invece, durante i primi cicli di 
amplificazione rimane a livelli di fondo per divenire rilevabile solo 
quando il prodotto risulta sufficientemente amplificato. Il ciclo nel 
quale ciò si verifica è chiamato ciclo di soglia, o CT (ciclo threshold). 
In particolare, il valore CT è misurato durante la fase esponenziale di 
amplificazione ed è dipendente principalmente dalla quantità di DNA 
stampo presente all'inizio della reazione (Fig. 14). 
 
Figura 14. Grafico del segnale di amplificazione ottenuto dopo real time PCR 
Infatti maggiore è la quantità di campione presente inizialmente, 
minore sarà il numero di cicli necessari per accumulare abbastanza 
prodotto e ottenere un segnale fluorescente rilevabile, quindi minore 
sarà il valore del CT. Esiste pertanto una relazione lineare tra il Log10 
della quantità iniziale del DNA stampo e il suo CT durante la real-
time PCR (Fig. 15). 
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Figura 15. Retta che indica la relazione tra la quantità di templato e il CT 
Tale relazione consente, usando quantità note di acido nucleico 
iniziale, di costruire una curva standard di riferimento con la quale si 
potrà risalire al numero di copie di DNA stampo di partenza del 
campione da indagare, confrontando solo il valore di fluorescenza 
ottenuto dalla real-time PCR. Il CT può essere usato per valutare 
l'espressione genica del gene bersaglio rispetto ad un gene 
housekeeping. Nello specifico, per determinare la differente 
espressione del gene bersaglio in diversi campioni si procede nel 
seguente modo: 
-normalizzare il CT del gene bersaglio (test) con quello del gene 
housekeeping (standard) 
ΔCT(test) = CT(target, test) - CT(rif, test) 
ΔCT(standard) = CT(target, standard) - CT(rif, standard) 
-normalizzare il ΔCT del campione al ΔCT dello standard 
ΔΔCT = ΔCT(test) - ΔCT(standard) 
-calcolare il rapporto di espressione 
2(-ΔΔCT) = rapporto espressione normalizzato. 
Il risultato ottenuto rappresenta il numero delle volte di aumento o 
diminuizione del gene bersaglio rispetto al gene housekeeping, a cui 
viene dato il valore di uno.  
3.9 Metodi usati per l'analisi tramite Western Blotting 
3.9.1 Estrazione proteica 
L'estrazione proteica è stata eseguita per ottenere i lisati proteici da 
utilizzare per il Western blotting. Dopo aver sciolto i componenti del 
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kit si prepara la soluzione di lisi addizionando 500 µl di Ripa Lysis 
buffer, 5 µl di PMFS, 5 µl del cocktail di inibitori delle proteasi e 5 µl 
di sodium othovanadate. Dai dischi dove sono state precedentemente 
seminate e trattate le cellule si aspira il mezzo; i dischi stessi vengono 
ora collocati in ghiaccio, si lavano con PBS freddo e quindi si 
aggiunge il tampone appena preparato. 
Si staccano le cellule con lo scraper e la sospensione cellulare 
ottenuta viene trasferita in una eppendorf e mantenuta in ghiaccio. Le 
eppendorf sono sonicate per 5 secondi quattro volte, alternando la 
sonicazione al ghiaccio e poi incubate per 1 ora a 4°C. Si centrifuga a 
4°C a 11000 rpm per 10 minuti e si trasferisce il surnatante, costituito 
dal lisato proteico, in una nuova eppendorf conservata a -20°C.  
3.9.2 Quantizzazione proteica 
Il kit Quantum MicroProtein è stato utilizzato per la quantizzazione 
delle proteine estratte. 
In particolare, il metodo Micro Bicinchonininic Acid Protein (BCA) 
combina la reazione del biureto, cioè la riduzione di Cu
2+
 in ioni Cu
+
 
da parte delle proteine in ambiente alcalino, con la complessazione 
con acido bicinconinico. Il complesso così formatosi, Cu(BCA)2, 
presenta una forte assorbanza a 562 nm  proporzionale alla quantità di 
proteina presente. 
La working solution è ottenuta miscelando 25 parti di reagente A, 24 
parti di reagente B e una parte di reagente C, forniti dal produttore, 
tenendo presente che servirà 1 ml per campione. 
Il protocollo prevede, prima di iniziare, di preparare la Working 
solution miscelando 50 parti di reagente A e 1 parte di reagente B, 
considerando che la quantità di reagente di lavoro necessario per ogni 
campione è 2,0 ml. Si può quindi procedere pipettando 0,1 ml di ogni 
campione in una provetta etichettata e aggiungendo 2 ml di Working 
solution precedentemente preparata mescolando bene. 
Le provette vengono quindi coperte e incubate per 30 minuti a 37°C 
per poi essere lasciate raffreddare a temperatura ambiente. 
E' ora possibile misurare l'assorbanza allo spettrofotometro 
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NanoQuant (Tecan, Saltzburg, Austria) a 562 nm, facendo però 
attenzione al fatto che lo sviluppo del colore continua quindi, per 
evitare errori significativi, è necessario effettuare tutte le letture entro 
10 minuti.  
Al valore di assorbanza ottenuto per ogni campione è necessario 
sottrarre il valore rilevato per il bianco (solo Working solution) e poi 
si può risalire alla corrispondente concentrazione proteica in base al 
coeficiente della retta di taratura. Quest'ultima è costruita (Fig. 16) 
misurando le assorbanze di una serie di campioni a concentrazione 
nota di albumina bovina (BSA), range 20-2,000 µg/ml utilizzando lo 
stesso diluente che sarà usato con il campione (Working solution). Si 
ottiene in questo modo il coeficiente di proporzionalità tra assorbanza 
e concentrazione proteica. 
 
 
Figura 16.  Retta di taratura con BSA 
3.9.3 Western blotting 
Il Western blot è una tecnica che consente di valutare e analizzare le 
proteine separate con elettroforesi grazie al riconoscimento da parte di 
anticorpi specifici. La prima parte del protocollo prevede di separare 
le proteine mediante la procedura di SDS-PAGE (SDS 
polyacrylamide gel electrophoresis), un tipo di elettroforesi che si 
basa sulla capacità denaturante dell'SDS. L’elettroforesi avviene 
pertanto su gel di poliacrilammide, in presenza di sodio dodecil 
solfato (SDS), un composto denaturante in grado di legarsi alle 
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proteine e distruggere i loro legami a idrogeno e ponti di solfuro, 
promuovendo così la perdita della loro struttura secondaria o terziaria. 
Questo step è indispensabile per permettere ai complessi proteina-
SDS che si formano, di separarsi tra loro solo in funzione della massa, 
annullando le cariche degli amminoacidi che influenzerebbero la 
migrazione. 
A questo punto i complessi carichi negativamente migrano verso il 
polo positivo del campo elettrico applicato e la loro mobilità risulta 
essere inversamente proporzionale al Log 10 del loro peso 
molecolare. 
Per eseguire tale corsa vengono utilizzati due diversi tipi di gel: lo 
stacking gel, che permette di posizionare e concentrare i campioni 
negli appositi pozzetti, affinché questi possano iniziare la corsa 
elettroforetica dallo stesso punto e il resolving gel, che ha la funzione 
di separare le proteine dei vari campioni sulla base del loro peso 
molecolare (Fig. 17). 
Inizialmente si prepara quindi il gel di corsa, secondo quanto è 
riportato (Tab. 6). 
Tabella 6. Sostanze e relative quantità usate nella preparazione dei due gel 
Il resolving buffer è costituito da tris base 1,5 M diluito in acqua 
milliQ e avente pH 8,8, mentre lo stacking buffer è formato tris base 
0,5 M diluito in acqua milliQ e avente pH 6.8. Le due miscele 
vengono agitate e solo al momento dell’uso vengono aggiunti APS 
(ammonioperisolfato 10%) e TEMED (Tetrametil-Etilen-Diammina) 
che una volta attivato da APS, funziona da catalizzatore rendendo 
reattiva l’acrilamide e inducendo, in questo modo, una 
polimerizzazione radicalica e la formazione del gel. Si procede quindi 
prima al caricamento del resolving gel e, una volta che il gel si è 
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solidificato, si carica lo stacking gel, all’interno del quale si inserisce 
il pettine che determina la formazione dei pozzetti al cui interno 
verranno caricati i campioni. Il gel è a questo punto introdotto nella 
camera di elettroforesi, immerso nel tampone di running (TRIS 25 
mM, 0,01%SDS e glicina 192 mM; pH 8,3). Prima di procedere al 
caricamento dei campioni è opportuno verificare che il livello del 
liquido all'interno della camera sia più elevato di quello esterno.  
Si procede con il caricamento dei campioni nei pozzetti, dopo averli 
bolliti per 5 minuti così da favorire ulteriormente la completa 
denaturazione proteica per poi effettuare la corsa elettroforetica a 30 
mA per circa 90 minuti. 
 
 
Figura 17. Schema SDS page 
Terminata la corsa elettroforetica il gel di poliacrilammide contenete 
le proteine separate è trasferito su membrana di nitrocellulosa, 
riequilibrata precedentemente in tampone di blotting (TRIS 25 mM, 
0,1% SDS, 20% metanolo, 192mM glicina; pH 8,3). 
A questo punto si procede con la preparazione del sandwich, 
costituito nell’ordine da: catodo/spugna/carta da filtro/membrana di 
nitrocellulosa/gel/carta da filtro/spugna/anodo. Durante tale procedura 
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bisogna fare particolare attenzione a evitare la formazione di bolle 
(Fig. 18). 
 
Figura 18. Componenti del sandwich e camera di trasferimento 
Il sandwich è inserito all’interno di una camera di trasferimento 
immerso in soluzione di blotting fredda e si fa passare corrente a 120 
V per 90 minuti perpendicolarmente al gel, provocando così il 
trasferimento delle proteine dal gel alla nitrocellulosa. 
Al termine del blotting, il sandwich è aperto e la membrana è colorata 
per verificare il corretto trasferimento delle proteine, usando come 
colorante una soluzione così composta: 0,1% di naphtol blue black, 
10% metanolo, 2% acido acetico). 
Dopo decolorazione, effettuta con una soluzione formata al 50% da 
metanolo e al 7% da acido acetico, si procede con il blocking per 
bloccare tutti i siti di legame aspecifici sulla nitrcellulosa. La 
membrana è quindi incubata in soluzione di blocking (TRIS 20 mM 
2,42 g/l, NaCl 500 mM 29,4 g/l pH 8, Tween-20 0,05% e no-fat milk 
3%) per 45 minuti su una bascula, così da essere mantenuta in 
costante agitazione. 
In questo lasso di tempo, si procede con la preparazione della 
soluzione diluita di anticorpo primario sia per la β-actina che per la 
survivina in soluzione di blocking.  
Terminato il periodo di incubazione, la soluzione è rimossa, si 
aggiunge quella contenente l’anticorpo primario e si lascia incubare 
tutta la notte su una bascula a 4°C. 
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La mattina successiva sono effettuati tre lavaggi, ciascuno di 5 
minuti, con la soluzione di TBS- Tween 0,1% con il fine di eliminare 
l'anticorpo primario non legato. Si lavora collocando i campioni su 
una bascula a temperatura ambiente.  
Al termine di questa procedura si aggiunge la soluzione contenente 
l'anticorpo secondario specifico precedentemente preparato alla 
opportuna diluizione e si lascia incubare per due ore (Fig. 19).  
Finita questa incubazione, si effettuano tre lavaggi ciascuno con la 
soluzione TBS-Tween 0,1% a temperatura ambiente e della durata di 
5 minuti. 
 
 
Figura 19. Rappresentazione del trattamento delle nitrocellulosa con anticorpo 
primario e secondario 
L'ultima fase del Western blotting consiste nello sviluppo delle lastre 
fotografiche. 
Procedendo al riparo dalla luce, sulla porzione di membrana é versata 
goccia a goccia la soluzione con reagente luminescente ELC 
(preparata in rapporto 1:1) per 1 minuto. La nitrocellulosa è adesso 
collocata tra due pellicole trasparenti dentro l'apposita cassetta da 
sviluppo insieme ad un pezzo di lastra fotografica avente all'incirca la 
stessa dimensione. Una volta chiusa la cassetta, si attende solitamente 
1 minuto. Si immerge quindi la lastra in una vaschetta contenente la 
soluzione di sviluppo (developer) in una diluizione 1:5 in acqua. 
Dopo 1-2 minuti è possibile osservare la comparsa di bande sulla 
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superficie della lastra che vengono fissate su di essa grazie 
all'immersione successiva in una vaschetta contenente una diluizione 
1:5 in acqua della soluzione di fissaggio (fixer). Si attendono alcuni 
minuti e si procede con l'analisi densitometrica delle bande presenti 
sulla lastra con il programma ImageJ. L’anticorpo secondario, diretto 
contro l’anticorpo primario, è marcato con una perossidasi di rafano, 
la quale in presenza di perossido di idrogeno ossida il luminolo, 
dando luogo alla chemioluminescenza, fenomeno in grado di 
impressionare una lastra fotografica esposta alla membrana. 
3.10 Metodi usati per gli studi sull'apoptosi 
3.10.1 ELISA 
Il procedimento è stato eseguito in base a quanto previsto dal 
protocollo rilasciato dal fornitore del kit Cell Death Detection 
ELISA
PLUS
(Roche) che permette di valutare fotometricamente con un 
saggio immunoenzimatico quantitativo e qualitativo i frammenti 
istonici associati al DNA presenti a livello citoplasmatico durante la 
fase tardiva della morte cellulare per apoptosi, distinta così dalla 
necrosi (Fig. 20). 
 
Figura 20. Differenze sfruttate dal saggio ELISA per distinguere apoptosi da 
necrosi 
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La prima fase si basa sulla preparazione dei campioni: a tale fine le 
cellule, seminate almeno 24 ore prima vengono trattate con 
l'opportuna concentrazione del composto di cui si vuole osservare la 
capacità di indurre apopstosi e lasciate nell'incubatore per il tempo 
richiesto dall'analisi specifica che si sta effettuando. 
Terminata questa incubazione, il mezzo di coltura è prelevato da ogni 
singolo campione e trasferito in falcon da 15 ml per essere conservato 
a 4°C; questi campioni saranno quelli che saranno utilizzati per 
valutare la necrosi. 
Dopo avere lavato le cellule per due volte con PBS si procede a 
staccarle con tripsina. La catalisi è neutralizzata dall'aggiunta di 
mezzo completo e la sospensione cellulare ottenuta è trasferita 
anch'essa in falcon da 15 ml che saranno utilizzate, in questo caso, per 
la valutazione dell'apoptosi.  
Tutti i campioni ottenuti, sia quelli per la necrosi che quelli che 
l'apoptosi, vengono ora centrifugati a 1100 rpm per 6 minuti. 
Dalle falcon per la necrosi si preleva 1 ml di surnatante e lo si 
conserva in eppendorf a 4°C; qualora si fosse formato del pellet, 
questo dovrebbe essere raccolto e unito a quello derivante dalle 
centrifugazione delle altre provette previa risospensione in 0,7 ml di 
PBS. 
I campioni per l'apoptosi, invece, vengono privati del surnatante e il 
pellet risospeso in 0,7 ml di PBS. Quindi si preleva (dopo aver 
effettuato la conta delle cellule con la camera di Burker) un'aliquota 
relativa a 1x10
4 
cells che è introdotta in eppendorf e portata a volume 
unico di 1 ml di PBS. La sospensione cellulare è quindi centrifugata a 
1100 rpm per 10 minuti e il pellet formatosi è risospeso in 200 µl di 
Lysis Buffer (Bottiglia 5 del kit) e lasciato incubare a temperatura 
ambiente per 30 minuti. Quindi si centrifuga nuovamente a 1100 rpm 
per 10 minuti e si rimuovono 20 µl di surnatante, avendo cura di non 
rimuovere il pellet, e si trasferiscono nei pozzetti della MP rivestiti di 
streptavidina.  
Si procede anche al caricamento nei pozzetti di 20 µl di ognuno dei 
campioni per la necrosi, di 20 µl del controllo (ottenuto da cellule non 
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trattate col composto in esame), di 20 µl di controllo positivo 
(bottiglia 3 del kit) e 20 µl di Incubation Buffer (Bottiglia 4) per il 
bianco. In base a quanto prescritto dal produttore in ogni well 
vengono ora caricati 80 µl di immunoreagent così costituito: 1/20 di 
anti-dna pod (bottiglia 2),1/20 di anti-histone biotina (bottiglia 1) e 
18/20 di incubation buffer (bottiglia 4). 
Si copre la piastra per riparare i campioni dalla luce e si lascia 
incubare per 2 h a temperatura ambiente sotto una leggere agitazione 
di circa 300 rpm. A questo punto è rimossa la soluzione da tutti i 
pozzetti che vengono lavati ciascuno tre volte con 200 µl di 
Incubation Buffer (Bottiglia 4). Si aggiungono infine 100 µl di ABTS 
Solution (Bottiglia 7) e si incuba nuovamente sotto un leggero 
shakeraggio di 300 rpm per circa 20 minuti durante i quali si ha lo 
sviluppo di colorazione (Fig. 21). L'ultimo passaggio prevede, dopo 
aver addizionato ad ogni well 100 µl di ABTS Stop Solution 
(Bottiglia 8), di effettuare la misurazione dell'assorbanza a 405 nm. 
 
Figura 21. Schematizzazione delle fasi di analisi del campione durante il saggio 
ELISA 
3.10.2 Analisi del potenziale di membrana mitocondriale 
(ΔΨm) 
L’analisi del ΔΨm è stata usata per valutare i cambiamenti del 
potenziale di menbrana mitocondriale che è un evento delle fasi 
iniziali del processo apoptotico. Per poter eseguire il protocollo è 
necessario seminare la cellule in modo tale che il giorno del 
trattamento siano presenti nel campione almeno in numero di 50000 
cells/well. Per questo motivo si è operato seminando almeno 30000 
cells/well lavorando con multiwell da 24 pozzetti; 24 ore dopo la 
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semina, cioè dopo che le cellule hanno avuto il tempo di aderire, si 
procede con il trattamento.  
La preparazione dei campioni prevede di aspirare il mezzo di coltura 
da ogni well, di lavare con PBS e infine di procedere allo staccamento 
delle cellule mediante la consueta procedeura di tripsinizzazione 
(Try-PBS, in rapporto 1:1). Per fermare la catalisi della tripsina, si 
neutralizza con mezzo completo e si contano le cellule con la camera 
di Burker per poi centrifugare a 1100 rpm per 5 minuti a temperatura 
ambiente. Il pellet così ottenuto è risospeso nel tampone fornito dal 
kit: 1X Assay Buffer in modo da avere 100000 cellule/well. 100 µl di 
sospensione vengono trasferiti in una multiwell da 96 a cui si 
aggiungono 95 µl di Muse MitoPotential working solution, 
precedentemente preparata e si mescola meccanicamente con la 
gilson per 3 o 5 secondi. Il protocollo prevede quindi un'incubazione 
di 20 minuti a 37°C. Passati i 20 minuti si addiziona a ciascun well 5 
µl di Muse 7-AAD e si incuba per 5 minuti a temperatura  ambiente. 
Al termine di tale periodo i campioni vengono analizzati con lo 
strumento Muse
TM
 Cell Analyzer (Fig. 22). 
 
Figura 22. Schema riassuntiva delle fasi previste dal protocollo Muse MioPotential 
Kit 
3.10.3 DAPI 
La determinazione della morfologia nucleare è stata effettuata 
trattando le cellule con il colorante fluorescente DAPI. Nello 
specifico, le cellule sono state seminate 10 000 a chamber in 
chamberslide e, dopo l’adesione, vengono trattate per lo studio. Al 
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termine del tempo di trattamento, si effettuano due lavaggi con PBS e 
poi si fissano le cellula con paraformaldeide al 4% per 15 minuti. Si 
procede quindi con il seguente protocollo: si lavano i campioni con 
PBS per poi aggiungere, ricoprendo completamente le cellule, 300 µl 
di una soluzione diluita di DAPI 300 nM per chamber, 
precedentemente preparata diluendo la soluzione madre con PBS. Si 
incuba per 5 minuti, dopo i quali si procede lavando più volte con 
PBS per eliminare il DAPI non legato. Dopo aver allontanato 
completamente il tampone, si procede al montaggio del vetrino con 
l’ausilio del Vectaschield Mounting Medium e infine si procede 
all’analisi al microscopio a fluorescenza Eclipse E600FN Nikon I 
campioni vanno conservati al buio a 4°C.  
3.11 Analisi dei dati 
Per l’analisi dei dati e per le presentazioni grafiche è stato utilizzato il 
programma Graph-Pad Prism 5 (Graph-Pad). La densità ottica delle 
bande ottenute da analisi Western Blot è stata misurata impiegando il 
programma Image J. Tutti i dati rappresentano la media ± della 
deviazione standard di dati ottenuti da tre distinti esperimenti. Per 
verificare se i dati ottenuti fossero significativamente diversi, 
abbiamo utilizzato il test statistico Student t-test e ANOVA con post-
test Bonferroni. 
.  
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Capitolo IV 
Risultati e Discussioni 
4.1 Valutazione dell'espressione della survivina dopo trattamento 
con MB 
4.1.1 Analisi dell'espressione dell'mRNA della survivina 
L'estrazione dell'RNA totale dalle cellule A375 è stata effettuata in 
base al protocollo riportato nel capitolo "Materiali e Metodi" e i 
campioni ottenuti sono stati analizzati con lo spettrofotometro 
NanoQuant Infinite M200 (Tecan, Salzburg, Austria). I campioni 
ottenuti hanno mostrato un rapporto A260/A280 compreso tra 1.8 e 2.0, 
indice di un buon grado di purezza dell'RNA estratto. I valori della 
concentrazione stimata dei campioni sono espressi come rapporto 
µg/µl e rientrano nei range indicati nel manuale del kit fornito da 
Quiagen. 
L'RNA così ottenuto è stato poi retrotrascritto, in modo da ottenere il 
cDNA da usare nelle reazioni di real-time PCR, in base al protocollo 
precedentemente riportato. 
Per verificare la corretta esecuzione della retrotrascrizione e 
dell'amplificazione nella real-time PCR, ogni esperimento è stato 
eseguito usando come controllo GAPDH e β-actina.  
L'analisi dei risultati di real-time PCR (Fig. 23) ha mostrato una 
significativa riduzione dei livelli di mRNA della survivina a 24, 48 e 
72 ore dalla trasfezione con MB 100 nM.  
Il trattamento a 24 ore porta già a una significativa decrescita 
dell'espressione della survivina pari al 79.3±7.6% (P<0.01), rispetto 
alle cellule trasfettate con il controllo. Tale riduzione va ulteriormente 
aumentando a 48 e 72 ore, raggiungendo una diminuzione pari al 
94±1.6% a 72 ore.  
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Figura 23. Real-time PCR su cDNA retrotrascritto da mRNA estratto da cellule 
A375 di melanoma cutaneo trattate con MB e rev-MB 100 nM veicolato da 
lipofectamina (** P<0.01, *** P<0.001,one-way ANOVA, Bonferroni post test)  
In base a questi dati si è potuto intanto costatare come il MB sia in 
grado di andare a ridurre selettivamente l'espressione dei livelli di 
mRNA codificante la survivina e si è quindi proseguito andando a 
valutare le possibili variazioni dell'espressione proteica della 
survivina stessa. 
4.1.2 Valutazione dell'espressione della proteina survivina 
I livelli di espressione della proteina survivina nelle cellule A375 
sono stati analizzati mediante procedura di Western blotting e le 
bande ottenute dallo sviluppo della membrana di nitrocellulosa sono 
state analizzate con densitometria, attraverso il software ImageJ.  
Le cellule A375 sono state trasfettate con MB 100 nM e l'espressione 
proteica della survivina è stata valutata a 24, 48 e 72 ore. Come 
controllo si è usata anche in questo caso la β-actina per normalizzare i 
risultati. 
Le bande ottenute dopo lo sviluppo della nitrocellulosa mostrano 
(Fig. 24 in alto) una banda a circa 16.5 KDa, dovuta al legame tra 
l'anticorpo anti-survivina con la proteina bersaglio e corrispondente al 
peso molecolare della proteina di interesse e una banda a circa 42 
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KDa dovuta al legame della β-actina con l’anticorpo specifico . 
L'analisi densitometrica di tali bande ha mostrato (Fig. 24 in basso) 
come il trattamento con il MB induca un abbattimento 
dell'espressione della survivina a 24, 48 e 72 ore, in modo tempo-
dipendente (rispettivamente 44.3±2.4, 66.1±1.1, and 90.1±1.8% ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Western blotting su lisato proteico ottenuto da cellule A375 di 
melanoma cutaneo trattate con MB e rev-MB 100 nM. A)Bande relative 
all'espressione della β-actina (42 KDa) e della survivina (16.5 KDa) a 24, 48 e 72 
ore. B) Analisi densitometrica percentuale dell’espressione della survivina 
normalizzata su β-actina. (*** P<0.001,one-way ANOVA, Bonferroni post test) 
E' stato quindi possibile evidenziare che a una diminuzione 
dell'espressione dell'mRNA della survivina corrisponde una 
diminuzione tempo dipendente dell'espressione della proteina stessa 
apprezzabile già dopo solo 24 ore. Il trattamento con MB riduce 
l’espressione della survivina con un effetto a 72 ore di -94±1.6 per 
l’mRNA e di -90.1±1.8%, per quanto riguarda la proteina. Questo 
dato suggerisce già che il MB può rappresentare un potenziale agente 
terapeutico nella terapia del melanoma cutaneo. 
La rilevabile attività silenziante del MB rappresenta un importante 
fattore di novità in quanto, a oggi, il possibile utilizzo dei MB è stato 
limitato alle tecniche di imaging (Groner B., Weiss A., 2014). 
Ctrl 24 72h 48h 
Β-actina 
42 kDa 
Survivina 
16.5 kDa 
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4.2 Valutazione dell'apoptosi dopo trattamento con MB 
L’attività farmacologica del MB è stata approfondita valutando il 
processo apoptotico attraverso tre diversi saggi: saggio ELISA per la 
frammentazione internucleosomica, studio del potenziale di 
membrana mitocondriale e marcatura nucleare con DAPI, valutata al 
microscopio a fluorescenza. 
4.2.1 Saggio ELISA 
Il saggio ELISA è stato utilizzato per valutare, da un punto di vista 
quantitativo, il tasso di apoptosi, basandosi sulla determinazione in 
vitro della frammentazione internucleosomica del DNA, fenomeno 
che inizia a verificarsi durante le fasi tardive della morte cellulare 
programmata. 
I risultati hanno mostrato che il MB, effettivamente, induce un 
accumulo dei frammenti di istoni-DNA nella frazione citoplasmatica 
dei lisati cellulari a 48 e 72 ore (Fig. 25), indicando che il MB 
presenta un'azione pro-apoptotica per tali timing.  
 
Figura 25. Saggio ELISA per la determinazione della frammentazione 
internucleosomica indotta da MB 100 nM in cellule A375 di melanoma cutaneo 
(*P<0.1, ** P<0.01,one-way ANOVA, Bonferroni post test) 
Questo implica che il silenziamento indotto dal MB è stato in grado 
attivare la via intrinseca dell'apoptosi e permette di collegare il 
silenziamento con l'effetto biologico. 
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Il fatto che dopo 24 ore dalla trasfezione, non si riscontra un'azione 
rilevante di tipo apoptotico con questo saggio, è probabilmente 
dovuta al fatto che la frammentazione internucleosomica è, appunto, 
un evento tardivo di morte cellulare.  
4.2.2 Variazione del potenziale di membrana mitocondriale 
Alterazioni del potenziale della membrana interna mitocondriale sono 
tra i primi eventi intracellulari che avvengono dopo l'induzione di 
apoptosi. Il processo valutato a 48 ore dopo la trasfezione, ha 
mostrato una significativa variazione (P<0.001) del potenziale della 
membrana mitocondriale di circa il 35% e un aumento del numero 
delle cellule morte o depolarizzate (Fig. 26) rispetto al controllo in cui 
non si osservano apprezzabili modificazioni del Δψm. 
 
Figura 26. A) Dot plots rappresentativo di cellule in diverse fasi (vive, 
depolarizzate/vive, depolarizzate/morte e morte) B) Variazione del potenziale di 
membrana mitocondriale dopo trattamento con MB 100 nM per 48 ore 
(***P<0.001, Student’s t-test) 
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Questi risultati confermano l'effetto pro-apoptotico del MB e 
consentono anche di rilevare un coinvolgimento della via intrinseca in 
tale fenomeno. 
4.2.3 Colorazione con DAPI 
La colorazione con DAPI è stata eseguita al fine di valutare 
cambiamenti nella morfologia nucleare delle cellule dopo 48 e 72 ore 
dalla trasfezione con MB e rev-MB 100 nM. Si è scelto di non 
osservare le cellule dopo 24 ore dalla trasfezione in base ai risultati 
ottenuti con il saggio ELISA. 
Negli intervalli di tempo prescelti, si è osservato che le cellule 
presentano sia condensazione nucleare sia frammentazione della 
cromatina (apoptosi tardiva), entrambe assenti nelle cellule di 
controllo che invece presentano un fenotipo normale (Fig. 27). Questi 
risultati costituiscono un'ulteriore prova dell'azione pro-apoptotica del 
MB. 
Inoltre, abbiamo osservato un incremento nella presenza di cellule 
multinucleate dopo trattamento con MB (dato non mostrato) 
probabilmente da ricollegarsi all’azione svolta dalla survivina nella 
regolazione della citocinesi (Vong et al., 2005). La ridotta espressione 
della survivina probabilmente porta al fallimento della divisione 
citoplasmatica e quindi a cellule multinucleate (cellule poliploidi) 
(Carrasco, et al., 2011). 
 
 
Figura 27. Colorazione con DAPI dei nuclei di cellule A375 trattate con MB e rev-
MB 100 nM (freccia: frammentazione del nucleo; triangolo: condensazione della 
cromatina) 
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I risultati ottenuti dal saggio ELISA, dall'analisi del potenziale di 
membrana mitocondriale e dall'osservazione della morfologia 
nucleare sono quindi in accordo tra loro e ci consentono di affermare 
che all'attività silenziante del MB segue un effetto biologico pro-
apoptotico. Tale effetto non è apprezzabile a 24 ore dalla trasfezione 
ma si presenta sia a 48 sia a 72 ore, quando è più significativa la 
diminuzione dei livelli proteici di survivina.  
 
4.3 Associazione del MB con agenti chemioterapici 
Il ruolo chemio sensibilizzante del MB è stato valutato, verificandone 
l'effetto pro-apoptotico su cellule A375, in associazione con 
cisplatino (CisPt) e docetaxel (DTX). Dopo 48 ore di esposizione al 
MB è stato somministrato CisPt 1 μM o DTX 10 nM e dopo ulteriori 
24 ore si è proceduto ad analizzare le variazioni del potenziale di 
membrana mitocondriale. 
Per entrambi i chemioterapici è stata usata una concentrazione con 
basso effetto pro-apoptotico. 
I risultati hanno mostrato che la percentuale di cellule A375 
depolarizzate dopo il trattamento con solo DTX e solo MB è pari a 
1,64 ± 0,72% e 16,34 ± 4,24%, rispettivamente, rispetto al controllo. 
L’associazione del MB con il DTX, invece, porta a un aumento della 
percentuale di cellule depolarizzate fino a 33,28 ± 4,59% (Fig. 28).  
 
Figura 28.Variazione del potenziale di membrana mitocondriale su cellule non 
trattate, trattate con solo MB 100 nM, con solo DTX 10 nM e con l'associazione 
MB 100 nM e DTX 10 nM.+++ p≤0,0001, ### p≤0,0001, ## p≤0,001, 
***p≤0,0001, ** p≤0,001 
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Analogamente, la percentuale di cellule depolarizzate dopo il 
trattamento con solo CisPt e solo MB è pari al 10,64 ± 0,92% e 
all’11,93 ± 2,76% rispettivamente, mentre raggiunge un valore di 
29,98 ± 4,09% dopo il trattamento di combinazione (Fig. 29).  
 
Figura 29. Variazione del potenziale di membrana mitocondriale su cellule non 
trattate, trattate con solo MB 100 nM, con solo CisPt 1 μM e con l'associazione MB 
100 nM e CisPt 1 μM. .+++ p≤0,0001, ### p≤0,0001, ***p≤0,0001 
 
Questi valori indicano che l'associazione del MB con CisPt o DTX 
porta a un aumento della morte cellulare rispetto ai singoli 
trattamenti, suggerendo un effetto di chemio sensibilizzazione del 
MB. 
Tale effetto è in accordo con un ruolo della survivina nella 
chemioresistenza a chemioterapici pro-apoptotici, come il cisplatino e 
il docetaxel (Altieri D. C., 2001). 
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Capitolo V 
Conclusioni 
 
La survivina, essendo una proteina altamente espressa nei tumori ma 
non espressa o poco espressa nei tessuti differenziati, svolge un ruolo 
come marcatore tumorale; inoltre, attraverso il suo ruolo chiave 
nell’apoptosi, nella proliferazione cellulare, nell’angiogenesi, nella 
metastatizzazione e nella chemioresistenza, rappresenta un 
promettente bersaglio per la terapia anti-tumorale (Mita, et al., 2008) 
(Ryan, et al., 2009).  
In questo lavoro di tesi abbiamo ottenuto evidenze che sono in 
accordo con un’importante funzione come target terapeutico di questa 
proteina anche nel melanoma cutaneo.  
Dal punto di vista farmacologico, i risultati ottenuti mostrano che il 
MB anti-survivina, da noi utilizzato, può funzionare da potente agente 
antitumorale, con un’attività pro-apoptotica di per sé nella linea 
tumorale testata e una capacità chemio sensibilizzante nei confronti di 
agenti come cisplatino e docetaxel. 
E’ pertanto possibile affermare che il MB, di cui in un precedente 
lavoro di tesi erano già state dimostrate le capacità di imaging in vivo 
nelle cellule A375, può essere considerato un promettente agente 
teranostico.  
Futuri esperimenti saranno condotti per valutare gli effetti del MB 
veicolato da nanoparticelle di polimetilmetacrilato (PMMA) in cellule 
tumorali umane. 
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